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= (57) Abstract: The invention concerns a method for isolating an allosteric effector of a receptor, by determining the variation of the 
dissociation kinetics of the complex formed between said receptor and one of its ligands in the presence of said allosteric effector, 
as compared to the kinetics dissociation formed between said receptor and said ligand, in the absence of said effector, and/or the 
^= amplitude of the linkage formed between said receptor and one of its ligands in the presence of said allosteric effector, as compared to 
the amplitude of the linkage formed between said receptor and said ligand in the absence of said effector, said receptor and said ligand 
being involved in at least one biological response in suitable physiological conditions, and the allosteric effector being capable of 
modulating at least one of the responses, said receptor being marked by at least one fluorescent protein, said ligand being marked by 
a marker consisting either of a molecule capable of absorbing light emitted by the fluorescent protein, or by a fluorescent substance, 
said steps for determining kinetics dissociation variation and amplitude variation being carried out by fluorescence energy transfer. 
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(57) Abr6g6 : L'invention concerne un proc6d6 de mise en Evidence d'un effecteur allost^rique d'un r^cepteur, par determination 
de la variation de la cin^tique de dissociation du complexe forme entre le susdit nficepteur et Fun de ses ligands en presence dudit 10 
effecteur allosterique, par rapport ^ la cin^tique de dissociation du complexe forme entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en 1' absence 
dudit effecteur, et/ou de T amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Fun de ses ligands en presence dudit effecteur 
allost6rique, par rapport ^ d' amplitude de la liaison formee entre ledit recepteur et ledit ligand, en I'absence dudit effecteur, 15 ledit 
recepteur et ledit ligand ^tant impliques dans au moins une r^ponse biologique dans des conditions physiologiques appropriees, et 
Teffecteur allosterique 6tant capable de moduler au moins Tune des r6ponses, ledit recepteur ^tant marque par une prot^ine fluores- 
cente, ledit ligand 6tant marque par un marqueur constitue soit par une molecule 20 susceptible d'absorber la lumi^re 6mise par la 
prot^ine fluorescente. soit par une substance fluorescente, Lesdites determinations de variation de, cin^tique de dissociation et de 
variation d'amplitude dtant effectu6e par transfert d'^neigie de fluorescence. 25 
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^PROOfeBlE DE MISE EN tVBDENCE D'UN EITOCTEUR ALLOSnfcMQUE 
D'UN RIECEPTEUR 

La pr6sente invention a pour objet un proc6d6 de mise en evidence d'un effecteur 
5 allosterique d'nn receptexir. 

De nombreux medicaments et substances naturelles exercent leur action en 
interagissant avec des prot6ines r6gulatrices, appelees recepteurs, impliqu6es dans de 
nombreuses fonctions physiologiques des organismes, et les alterations de leurs 
fonctions sont la cause de nombreuses pathologies* 
1® Pamai les molecules qui agissent en se liant k des recepteurs, une cat6gorie 

particulidre, appel6e effecteurs allost6riques ou modulateurs, exerce son effet en se liant 
k des sites, presents a la surface des r6c^teurs, mais topologiquement distincts du site 
de liaison du ligand endogfene. Leur interaction avec le r6cepteur est de nature non 
competitive par rapport k celle du ligand endogene. En se liant k leurs sites regulateurs, 
15 les eflFecteurs n'ont pas ou peu d'efifet sur les reponses du recepteur en absence de 

ligand endogene. En revanche, ils modifient les propri6t6s de liaison des ligands 
endogenes competitifs et alterent les reponses biologiques evoqu6es par ledit ligand. 

Les effecteurs allosteriques presentent un interdt particulier dans le domaine 
th6rapeutique par le fait que leur action n*est pas "constitutive" mais se r^vblc 
10 uniquement lorsque le ligand endogene vient stimuler le recepteur. Dans les cas ou de 

telles molecules ont pu etre identifi6es et mises sur le march6, le confort du patient et la 
s^lectivite de Tefifet se sont toujours trouves grandement am61ior6s par exemple en 
comparaison avec I'effet observ6 de T administration d'un agoniste (Pan et al., 2001). 
Afin d'identifier de nouveaux effecteurs allostSriques; de r6cepteurs, plusieurs 
15 approches experimentales ont 6t6 developp6es k ce jour, notamment les mesures de 

liaison d'un ligand k son recepteur et les mesures fonctionnelles de rdponses 
physiologiques. 

Parmi les m6thodes de mesure de liaison, il y a I'etude de la cin6tique de 
dissociation d'un radioligand. Comme decrit dans Kostenis et Mohr (1996), la 
JO modulation allost6rique est le plus gen6ralement mise en evidence par un efifet de 

Teffecteur allost6rique sur la cinetique de dissociation d'un radioligand. Cette.methode 
a ete mise en oeuvre pour d6montrer le caractere non comp6titif (et done allost6rique) de 
molecules r6gulant les recepteurs Ml a M5 muscariniques de I'ac^tylcholine (Tucek et 
Poska, 1995), Al de I'adenosine (Bruns & Ferguns, 1990), alpha! de I'adrenaline 
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.(Nunnari et al., 1987), ou b2 de la dopamine (Hoare & Strange, 1995). Dans ces 
diff&rents exemples, les auteurs ont mdifif6remment utilis6 soit des agonistes, soit des 
antagonistes comme radioligands, et ont d6fini le caractere positif ou n6gatif du 
modulateur par sa capacite k acc^lerer (positif) ou ralentir (n^gatif) la vitesse de 
dissociation du radioligand utilis6. 

La deuxieme ^proche la plus r6pandue d'identification d'un effecteur 
allost6rique consiste k mesurer la quantit6 de complexe radioligand / r6cepteur k une 
concentration subsaturante de radioligand. Dans ces conditions, le fait qu'une tierce 
molecule provoque une augmentation de la quantit6 de complexe radioligand / r6cepteur 
s'interprJste en termes de potentialisation de la liaison par un eflfet allost6rique. Le 
travail de Bruns et Ferguns, cit6 plus haut, illustre ce point lorsqu'un radioligand 
agoniste est utilis6, tandis que I'article de Jakubik et al. (1997) utilise un antagoniste 
radioactif. 

La troisidme ^proche expdrimentale consiste k 6tablir la courbe de saturation 
d'un radoligand en presence et en absence d'efifecteur allost6rique. Dans ce cas, qui est 
illustr6 dans I'article de Massot et al. (1996) pour le r6cepteur 5HT1B de la serotonine, 
I'effecteur SHT-moduUne r6duit la quantit6 de sites r6cepteurs sans affecter Taffinit^ 
^parente determinee pour le radioligand utilis6. 

Les mesures de la r^onse biologique 6voqu6e par un ligand de r6cepteur 
compremient soit son activation (par les agonistes) soit son inhibition (par les 
antagonistes). Ces mesures estiment g6n6ralement une variation d'amplitude des 
r^ponses qui sont soit potentialis6es par les effecteurs positifs ou. inhibtes par les 
effecteurs n6gati& de la r^onse, et incluent : 

- I'enregistrement de courants ioniques par des m6fli9des 61ectrophysiologiques 
(Krause et al., 1997 ; Galzi et al., 1996) ou par des methodes optiques utilisant des 
sondes sp6cifiques d'ions (Birdsall et al., 1999), 

- la mesure de la production de messagers secondaires tels que I'AMPc (Bruns & 
Ferguns, 1990) ou les inositols phosphates (Waugh et al., 1999), 

- la liaison de GTP a la proteine G associee au recepteur (Birdsall et al., 1999 ; 
Lazareno & Birdsall, 1995 ; Hoare et al, 2000) ou I'hydrolyse de GTP par la proteine G 
associ6e au recepteur (Birdsall et al., 1999), 

La technique du transfert d'energie de fluorescence (FRET) en combinaison avec 
Tutilisation d'un recepteur rendu fluorescent et de Tun de ses ligands fluorescents 
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.pennet de mesurer, comme decrit dans la demande intemationale WO 98/55873, des 
interactions non covalentes entre ledit r6cepteur et ledit ligand. 

Le r6cepteur pent etre rendu fluorescent gr^ce k une proteine fluorescente, par 
exemple une proteine issue de la m6duse Aequorea victoria dont le gdne correspondant 
a et6 sequence, clon6 (Prasher et al., 1992) et optimise pour une bonne expression chez 
les eucaryotes sup6rieurs (Connack et al,, 1996). II peut etre fusionne avec le gfene 
codant pour une autre proteine, notanmient un r6cepteur couple a une prot6ine G (Galzi 
& AUx, 1997 ; Weill et al., 1999 ; Vollmer et al., 1999 ; Valenzuela et al., 2001) pour 
pennettre Texpression d'une prot6ine r6ceptrice fluorescente. La combinaison de la 
prot6ine r6ceptrice fluorescente avec Fun de ses ligands fluorescents permet la 
formation d'xm complexe r^cepteur-ligand non covalent qui est d6tect6 par transfert 
d'6nergie de fluorescence (Galzi & Alix, 1997 ; Vollmer et al., 1999 ; Valenzuela et al„ 
2001) et dont on peut mesurer la cin6tique de formation et de dissociation (Palancli6 et 
al., 2001 ; Valenzuela et al., 2001). 

L'un des buts de Tinvention est de foumir xm proc6de simple k mettre en ceuvre, 
rapide, sensible, pennettant d'efifectuer des mesures quantitatives des interactions entre 
un recepteur et un ligand marqueur du site du ligand endogfene, et pennettant de d6tecter 
la presence d'un eventuel efifecteur allosterique. 

Un autre but de Tinvention est de pennettre des mesures en temps r6el des 
interactions d*un ligand marqueur du site du ligand endogene avec son r6cepteur, 
permettant de detecter la presence d'un 6ventuel effecteur allost6rique. 

Un autre but de Tinvention est de pennettre une mesure en temps resolu de la 
cin6tique d'association et de dissociation d'un ligand fluorescent, marqueur du site du 
ligand endogfene, avec son r6cepteur, et de detecter la presence d'un 6ventuel effecteur 
allost6rique. 

Un autre but de I'invention est de permettre la d6tection de I'interaction entre un 
r6cepteur et son ligand endogene par transfert d'energie de fluorescence dans des 
gammes de concentrations de ligand endogene fluorescent considerablement plus 
6tendues (du nanomolaire au micromolaire) que lorsqu*on utilise un radioligand 
(domaine du nanomolaire). Ainsi, la presente invention permet de detecter par transfert 
d'energie un plus grand nombre d'etats conformationnels du recepteur, ce qui facilite 
grandement Tidentification et I'interpretatidn des effets d'agents modulateurs supposes. 

L'un des buts de I'invention est de foumir une mesure exp6rimentale des 
constantes de vitesse d'association et de dissociation d'un ligand fluorescent, marqueur 
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du site du ligand endogdne, avec son r^cepteur, en pemettant la detection de la 
presence d'un dventuel efifecteur allost6rique. 

L'invention a Sgalement poxir but de foumir un proc6d6 de d6tection d*un 
effecteur allost6rique d'un r6cepteur, gen6ralisable k de nombreuses prot6ines 
5 receptrices et k leurs ligands. 

L'invention a 6galement pour but de foumir un proced6 de detection d'un 
effecteur allosterique d'un r6cepteur, automatisable, ne necessitant ni la purification du 
recepteur, ni celle du ligand. 

L'invention a egalement pour but de foumir un proc6de de detection d'un 
10 effecteur allosterique d'un recepteur, non poUuant puisqu'il n'utUise pas de 

radioactivit6, 6conomique puisqu'il utilise de la lumi^re visible et pent Stre mis en 
oeuvre sur des ^quipements existants. 

La pr6sente invention conceme un procM6 de mise en 6yidence d'un effecteur 
allosterique d'un recepteur, par determination de la variation : 
15 - de la cin6tique de dissociation et/ou d'association du complexe fonn6 entre le 

susdit r6cepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par 
report k la cin6tique de dissociation et/ou d'association du complexe forme entre ledit 
r6cepteur et ledit ligand, en T absence dudit effecteur, 

- et/ou de Tamplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Tun de ses 
20 ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport k I'amplitude de la liaison 

formee entre ledit recepteur et ledit ligand, en I'absence dudit effecteur, 

ledit recepteur et ledit ligand 6tant impliques dans au moins une reponse 
biologique dans des conditions phj^iologiques appropriees, et Teffecteur allosterique 
etant capable de module au moins Tune des reponses, ^ 
25 ledit recepteiu: etant marque par une proteine fluorescente choisie paimi les 

proteines fluorescentes issues ou d&ivees de prot6ines autofluorescentes de cnidaires, 
dont le coefficient d'extinction moieculaire est superieur k environ 14000M'^cm'^ et le 
rendement quantique de fluorescence est superieur k environ 0,38, 
ledit ligand etant marque par un marquexu: constitue : 
30 — soit par une molecule susceptible d'absorber la lumiere emise par la 

proteine fluorescente, 

- soit par ime substance fluorescente. 
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lesdites dStermmations de variation de cin6tique de dissociation et/6u 
d'association et de variation d'amplitude etant efiectu6es par transfert d'energie de 
fluorescence : 

o entre la proteine fluorescente susmentionn6e et la susdite substance 
5 fluorescente, la substance fluorescente 6tant telle que soit elle est excitable a 

la longueur d'onde d'emission de la proteine fluorescente susmentionn6e, 
soit elle emet a la longueur d'excitation de la proteine fluorescente 
susmentionnee, ou 

o entre la proteine fluorescente susmentionn6e et la susdite molecule 
10 susceptible d'absorber la lumi6re 6niise par la prot6ine fluorescente. 

La pr6sente invention conceme un proc6d6 de mise en Evidence d'un efifecteur 
allost^que d'un r6cepteur, par determination de la variation : 

- de la cin6tique de dissociation et/ou d'association du complexe fomi6 entre le 
susdit recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par 

15 rapport a la cinetique de dissociation et/ou d' association du complexe forme entre ledit 

recepteur et ledit ligand, en T absence dudit effecteur, 

— et/ou de T amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Tun de ses 
ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport k T amplitude de la liaison 
form6e entre ledit recepteur et ledit ligand, en T absence dudit effecteur, sous reserve 

20 que lorsque la variation de la susdite amplitude est negative, on d6tecte 6galement 

Texistence de la variation de la susdite cinetique, 

ledit recepteur et ledit ligand 6tant impliqu6s dans au moins une r6ponse 
biologique dans des conditions physiologiques appropriees, et I'effecteur allosterique 
6tant capable de moduler au moins Tune des r^ponses, ; 
25 ledit recepteur etant marqu6 par une proteine fluorescente choisie panni les 

prot6ines fluorescentes issues ou d6riv6es de prot6ines autofluorescentes de cnidaires» 
dent le coefficient d'extinction mol6culaire est sup6rieur k environ HOOOMT^cm'* et le 
rend«nent quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, 
ledit ligand etant marqu^ par un marqueur constitue : 
30 - soit par tme molecule susceptible d'absorber la lumiere 6inise par la 

proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente. 
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lesdites determinations de variation de cin^tique de dissociation et/ou 
d'association et de variation d'amplitude 6tant effectu6es par transfert d'6nergie de 
fluorescence : 

o entre la proteine fluorescente susmentionnee et la susdite substance 
5 fluorescente, la substance fluorescente 6tant telle que soit elle est excitable k 

la longueur d^onde d'emission de la proteine fluorescente susmentionnee, 
soit elle emet k la longueur d'excitation de la proteine fluorescente 
susmentionnee, ou 

o entre la prot6ine fluorescente susmentiotm6e et la susdite mol6cule 
10 susceptible d'absorber la lumi^re &nise par la proteine fluorescente. 

L'invention r6pond au probl^me technique pos6 par la determination du caractere 
competitif ou non comp6titif de I'interaction entre im recepteur et un agent 
pharmacologique suppos6 agir comme effecteur d'un r6cepteur ou comme comp6titeur 
du ligand endog^ne d'lm rfeepteur, par des mesures de cinetiques d'association et de 
15 dissociation. De manidre simple, Teffecteur allost6rique d'xm recepteur alterera la 

cinetique d'association ou de dissociation d'lm recepteur tandis qu'un agent competiteur 
du ligand endogdne n'aura pas d'effet sur ces cinetiques. 

On appelle "ligand, marqueur du site du ligand endogdne" un ligand qui se lie au 
site du ligand endogene par opposition k un eventuel effecteur allosterique, qui se lie a 
20 un site distinct de celui du ligand endogdne. Le marqueur du site du ligand endogdne 

interagit de maniere competitive avec le ligand endogdne (liaison mutuellement 
exclusive), tandis que TefiFecteur allost6rique interagit de maniere non competitive avec 
le ligand endog^e. 

On appelle "effecteur allosterique" ou "modulateur allopterique" une molecule ou 
25 un ligand ou une substance biologiquement active qui module les proprietes de liaison 

du ligand ainsi que les proprietes fonctiomieUes du recepteur, sans entrer en competition 
avec ledit ligand. 

Par definition, on rappelle qu'on nomme ligand toute molecule susceptible de se 
lier a un recepteur de maniere non covalente en se liant au mSme site que le ligand 
30 endogene, et qu'im ligand pent etre xm agoniste ou un antagoniste, im agoniste etant 

capable, en se liant, de declencher xme reponse biologique et un antagoniste ne 
declenchant pas de reponse biologique et etant capable de bloquer Teffet de Tagoniste. 
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Un effecteur allost6rique est aussi un ligand du r6cepteur mais celui-ci se lie avec 
le r6cepteur sur un autre site de liaison. Dans le pr6sent contexte, sera utilise le tenne 
"effecteur allosterique" ou "modulateur allosterique" et non pas "ligand". 

La modulation allost6rique est le mecanisme par lequel une molecule, appeI6e 
5 effecteur allosterique ou modulateur allosterique, augmente ou diminue la reponse d'un 

recepteur active par un agoniste. L' effecteur allosterique interagit avec le r6cepteur au 
niveau d'un site de liaison qui est distinct de celui auquel le ligand comp6titif se lie sur 
le recepteur. Le fait qu'une modulation allosterique soit possible reside dans : 

1) I'existence de difKrentes conformations ou 6tats du r6cepteur. Chaque 
10 conformation est dot6e de proprietSs pharmacologiques et fonctionnelles distinctes. n 

existe ainsi des conformations actives et inactives sur le plan biologique. Chaque 
conformation lie ses ligands avec des affinites diff^entes. Par exemple, un agoniste, 
tout comme un effecteur allosterique positi^ exhibe une affinite plus grande pour la 
(les) confonnation(s) biologiquement active(s) du r6cepte\ir, tandis qu'un antagoniste, 
15 tout comme im effecteur allosterique n6gatif, presente une affinite plus elevee pour la 

(les) conformation(s) inactive(s) du r^ceptexu: ; 

Les propri6tes pharmacologiques d'une conformation sont la capacite de her des 
hgands et modulateurs avec une affinite definie. Chaque conformation he differents 
hgands avec une affinite intrinseque propre a chaque Ugand. L' ensemble des hgands se 
20 hant k une conformation avec une affinite propre constitue ce que Ton appelle profil 

pharmacologique. Les proprietes pharmacologiques d'une conformation sont 
assimilables k son profil pharmacologique. 

Les propri6t6s fonctionnelles d'une conformation d'un recepteur correspondent k 
sa capacity ou non de stimuler une rSponse biologique. . On distinguera plusieurs 
25 propri6t6s fonctionnelles d'un r6cepteur : 

- r6tat de repos, par definition non actif, car non coupl6 k ime r6ponse, mais 
activable, c'est k dire, capable de s'interconvertir dans une conformation active ou 
couple k une r6ponse ; 

- le ou les etat(s) actif(s), responsable(s) d*une reponse biologique ; dans le cas 
30 ou il existe plusiemrs etats actifs, Time au moins des proprietes de la reponse sera 

differente (par exemple, reponse calcique versxis cAMP, ou alors mdme reponse mais 
sensibiUte differente aux agonistes, ou encore duree de reponses differentes etc....) ; 
d*autre part, chaque 6tat actif peut donner Ueu k une ou plusieurs r6ponses, distinctes 
par leur nature ou d'un point de vue quantitatif ; de plus, un recepteur peut adopter 
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plusieurs confonnations correspondant k plusieurs etats actife auxquels sont associ6es 
des r6ponses de nature di£F6rente ; 

- le(s) etat(s) desensibilis6(s) qui sont non actifs et non activables ; 

2) r existence, sur las proteines, de sites multiples qui permettent Tinteraction 
simultanee de plusieurs molecules avec un seul recepteur ; les ligands comp6titifs 
interagissent avec un site commun (de manike mutuellement exclusive) qui lui-m6me 
est distinct du (des) site(s).d' interaction des effecteurs ou modulateurs allost6riques ; 

3) les transitions conformationnelles du recepteur impliquent la totalite de la 
mol6cule de recepteur et ne sont pas restreintes k la r6gion de la mol6cule qui lie les 
ligands ; elles affectent toute la structure tertiaire, voire quatemaire, de la proteine, et 
sont discrfetes ; ainsi, lors de la transition conformatioimelle de r6tat de repos vers I'etat 
actif du r6cepteur, la totality des sites de liaison ainsi que celle du site "biologiquement 
actif voient leur structure changer d'une mani^e concert6e. 

Ces diff6rents aspects de la regulation fonctionnelle d'une prot6ine sont illustr6s 
dans la figure 1 (Monod et al., 1965 ; Galzi et al., 1996 ; Rubin et Changeux, 1966). La 
description du mode de fonctionnement d'un recepteur pouvant exister dans deux 
conformations (6tat de repos et etat actif) est illustree en figure 3 pour un r6cepteur. Une 
version equivalente de ce schema pour un recepteur couple aux proteines G pouvant 
activer ime proteine Gs, elle-meme responsable de Tactivation d'une adenylate cyclase, 
est decrite dans Tucek et Proska (1995) et dans Hall (2000). 

Dans ces schemas, la proteine, en particuUer le recepteur, existe dans deiix 
confonnations qui sont en equilibre spontan6 Tune avec Tautre. Get equilibre est decrit 
par la constante Lo dont la valeur est donnee par le rapport de concentration 
firactionnelle [R]/[A], R 6tant I'^tat de repos et A, I'etat actif. Les ligands se lient k I'^tat 
R et ^ r6tat A avec des affinit6s d6crites par les constantes de dissociation Kr et Ka, 
respectivement Si le rapport c = Ka/Kr est < 1, c'est k dire que I'affinitfi du Ugand est 
meiUeure pour A que pom: R, ledit Ugand se comporte comme un agoniste du r6cepteur 
et la concentration firactionnelle de r6cepteur dans r6tat A sera d6crite par le produit Lqc 
qui sera lui-meme plus petit que Lq. Inversement, si le rapport d'affinit6 c est > 1, le 
ligand se liera pr6ferentiellement a Tetat R et aura tendance a se comporter comme un 
antagoniste, Le produit LqC sera plus grand que Lq. Les effecteurs allosteriques, en se 
liant a des sites distincts de celui des ligands competitifs, se comportent de la meme 
maniere que les ligands comp6titifs en ce quails modifient la valeur de la constante 
d'equilibre entre les 6tats R et A. Le formalisme math6matique de Teffet des effecteurs 
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^lost6riques est doim6 dans Rubin et Changeux (1966). La pr6sence d'un effecteur 
allosterique modifie la valeur de la constante Lo en L*o selon L'o = Lo [(l+pd)/(l+P)f 
avec p = Ka/Kr et d = F/Ka, F correspondant k la concentration d'effecteur allosterique. 
L'ajout d*un agoniste ou d'un antagoniste entraine alors le changement des 
concentrations fractionnelles des etats du r6cepteur en L'oc. 
On rappelle les definitions suivantes : 

On d&igne par "r6cepteur" toute molecule de nature proteique susceptible 
d'entrer en interaction non covalente avec un agent phaimacologique. 
Preferentiellement, dans Tinvention, on utilise un rteepteur de neurotransmetteur, 
d'hormone, de facteur de croissance etc.... capable de produire, apr^s interaction avec 
un ligand phaimacologique, une r^onse de transduction de signal mesurable in vivo et 
in vitro. 

On d^signe par "interaction competitive" une interaction de deux mol6cules avec 
un recepteur prenant place au niveau d'un site unique, et un ligand est dit "competitif 
lorsqu'il interfere avec la liaison d'un autre ligand de maniere sterique. 

Parallelement, on designe par "interaction non competitive" une interaction de 
deux molecules avec un recepteur prenant place au niveau de sites topologiquement 
distincts, et im Ugand est dit "non competitif' lorsqu'il interfere avec la liaison d'un 
autre Ugand, les deux ligands interagissant avec des sites topologiquement distincts du 
recepteur. 

On rappelle 6galement que T "association" dans I'expression "association du 
complexe" est Taction pour un ligand de se lier k une proteine r6ceptrice. 

Si la protSine r6ceptrice pent adopter plusieurs conformations ou 6tats, il est 
parfois possible de discemer la liaison d'un ligand aux dif^rentes conformations par 
des differences de cin6tiques d' association. 

On designe par "cin6tique d'association" le dScours temporel d'une reaction 
d' association. Les cinetiques peuvent Stre soit monoexponentielles, soit 
pluriexponentielles. Dans le cas ou elles sont pluriexponentielles, elles se decomposent 
en une somme de relaxations monoexponentielles caracterisees chacune par ime vitesse 
d'association et une amplitude. 

La "vitesse d'association" est mesuree au moyen de la constante de vitesse de la 
reaction d'association obtenue par ajustement d'une courbe experimentale a I'aide 
d'une expression monoexponentielle de la forme y = ^ exp (-kapp x T) oil ^ est 
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Tamplitude, kapp est la constante de vitesse apparente de la reaction et T est le temps. 
Dans le cas ou T association refl&te plusieurs evdnements de liaison simidtan6s, on 
utilise une expression multiexponentielle de type y = A*i exp (-klapp x T) + exp (-k2app 
xT)+... 

5 On rappelle que I'expression mathematique de la constante de vitesse apparente 

(kapp) depend de la nature lin6aire ou non de la variation de kapp avec la concentration de 
ligand [L]. Ainsi, si kapp varie de mani^re lineaire avec [L], la reaction est bimoleciilaire 
du type R + L <-> RL avec ki pour la formation et k-i pour la dissociation du complexe. 
kapp est alors 6gale ^ ki x [L] + k.i. Si la relation est non lin6aire, on applique le sch6ma 

10 r6actionnel suivant : R + L 4^ RL <-> R'L oii Kd est la constante de dissociation du 

complexe RL, ki est la vitesse d'iaterconyersion RL ^ R'L et k-2 est la constante de 
vitesse de la conversion R'L RL, kapp est alors egal ^ k2 x ([L]/([L] + Kd))+ k.2. 

On rappelle egalement que la "dissociation" dans I'expression "dissociation du 
complexe" est Taction pour iin ligand de quitter im site r^cepteur. La dissociation pent 

IS gtre obtenue d'au moins deux manidres : a) en diluant fortement le m61ange recepteur- 

Ugand de fa9on ^ privil6gier la dissociation par rapport k I'association ou 2) en ajoutant 
en fort exc&s un ligand competitif qui occupera de manidre privil6gi6e un site laisse 
vacant par le ligand qui s'est dissoci6. 

Si la prot6ine r6ceptrice pent adopter plusieurs conformations ou 6tats, il est 

20 parfois possible de discemer la dissociation entre un ligand et son r6cepteur pr^sentant 

difG^entes conformations, par des dififiSrences de cin6tique de dissociation entre les 
diflBSrentes conformations. 

On d6signe par cin6tique de dissociation le decoin^ temporel d'une rdaction de 
dissociation. Les cinetiques peuvent dtre soit nionoexponentieUes, soit 

25 pluriexponentielles. Dans le cas oil elles sont pluriexponentielles, elles se decomposent 

en un sonrnie de relaxations monoexponentielles caract6ris6es par une vitesse de 
dissociation et une amplitude. 

La "vitesse de dissociation" est mesuree au moyen de la constante de vitesse de la 
r6action de dissociation obtenue par ajustement d'une courbe exp6rimentale k I'aide 

30 d'xme expression exponentielle de la forme y = X exp(-k x T) o(i A, est Tamplitude, k est 

la constante de vitesse intrinseque de la reaction (k = k.i) et T est le temps. Dans le cas 
ou la dissociation reflate plusieurs 6vdnements de dissociation simultanSs, on utilise une 
expression multiexponentielle de type y = exp (-ki x T) + ^2 exp (-k2 x T)+ . . . 
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On rappelle que T expression "amplitude de la liaison" dSsigne I'amplitude du 
signal enregistr6, qui est lui-mSme proportionnel au taux d'occupation des sites 
r6cqpteurs. A concentration saturante de ligand, T amplitude de liaison est constante. En 
de9a, elle evolue de mani^re non lineaire, et selon la loi d'action de masse. Elle peut 
etre d6crite par I'equation empirique de Hill : RL = Ro/(1+Kd/L)" ot Rq est la quantite 
totale de sites r6cepteurs presents dans Tessai, Kd est la constante de dissociation, L est 
la concentration du ligand, et oil n est le coefficient de pioportioimalite aussi appele 
coefficient de Hill. 

On appeUe "reponse biologique" toute variation de m6taboliaiie de cellules, tissus 
ou organismes. Pour des cellules, par exemple, on pourra determiner des variations de 
pH, de concentration ionique, de formation de metabolites tels que le OTP ou T AMPc, 
d' expression de gdnes, de moiphologie cellulaire (mesure du pourcentage de cellules 
qui ont change de forme), de proliferation cellidaire, entre autres. Des exemples sont 
donn6s plus loin. 

Par "conditions physiologLques appropri^es", on designe toutes conditions de pH, 
de concentrations et de composition ioniques, de complements nutritifs aussi proches 
que possibles de celles qui sont rencontrees dans Torganisme entier. Ces conditions 
seront choisies de manidre a ce que Texperience effectuee soit realisee dans des 
conditions aussi proches que possibles de celles que Ton pourrait obtenir en effectuant 
la mesure chez Torganisme entier. 

L'expression "capable de moduler au moins Tune des r^ponses" signifLe que dans 
un ensemble de reponses mesurables et stimulables par un r6cepteur. Tune au moins 
doit Stre modifiee par Feffecteur. La modification ou modulation peut porter sur le delai 
d'etablissement de la reponse, sa firSquence, son amplitpde, sa dur^e, sa vitesse 
d'extinction, ainsi que sa sensibility k I'agoniste. 

S'agissant de la reponse de transduction de signal pour les recepteurs couplSs aux 
prot6rnes G, le test g6n&:al consiste k determiner I'activation de la proteine G par mesure 
de la fixation de GTP (Befort et al., 1996). D'autres mesures plus specifiques font par 
exemple ihtervenir des determinations de concentrations intracellulaires d'AMPc, 
d*inositol phosphates, de calcium, des mesures deactivation de la transcription de genes 
ou d'activite oncogenique, suivant le type de couplage specifique du recepteur 
considere. 
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Pour les recepteurs-caaaux, les mesures les plus directes sont des d6tenninations 
de courants ioniques (Hille, 1992). D'autres mesures peuvent, par exemple, faire 
interv^iir des determinations de transcription de gfenes ou des activations d'enzymes. 

Pour les recepteiirs de facteurs de croissaace, les tests generaux sont ceux de la 
proliferation, de differentiation ou de la survie cellulaire, firequemment aussi des tests de 
phosphorylations de substrats specifiques (Hormeger et al., 1988) de chaque recepteur et 
reperage par des anticorps specifiques de phosphoaminoacides. 

Pour les recepteurs nucieaires, les tests de transduction de signal sont ceux de la 
transcription de g^nes dans lesquels des gbnes rapporteurs, par exemple 
"chromog6niques" sont plac6s sous le contrdle de promoteurs sp6cifiques des voies de 
transduction du recq)teur 6tudie (Ko et al., 2002). 

Ainsi, pour les r^ponses d' accumulation d'AMPc, on pourra employer divers 
protocoles, notanunent une mesure radioimmimologique telle que dScrite dans Palanche 
et al. (2001) ou Hausdorfif et al. (1990). 

La liaison de GTP k la prot6ine G pourra 6tre enregistree par exemple conGone 
d6crit dans Fawzi et al (2001) ou Vuong et Chabre (1990), 

La proliferation cellulaire sera par exemple analysee selon le protocole decrit dans 
Burstein et al (1997). 

La regulation de Texpression de genes pourra par exemple etre etudiee selon le 
protocole decrit dans Bauhnann et al. (2000). 

L' activation de proteines kinases pourra par exemple etre etudi6e comme decrit 
dans VoUmer et al. (1999) ou Yuan et al. (2000). 

La variation de pH pourra Stre mesuree (Nicolini et al., 1995). 

Une "proteine autofluorescente" est une proteine nat^elle ou synthetique dans 
laquelle le chromophore se forme par une reaction autocatalytique entre des acides 
amines de la proteine sans necessiter Taddition d'un groupe prosthetique 
(chromophore), et dont les proprietes de fluorescence sont intrinseques au monomfere. 

L'expression "transfert d'energie de fluorescence" correspond k im processus 
physique, dependant de la distance, par lequel de renergie est transmise de maniere non 
radiative d'un chromophore excite, le donneur, a un autre chromophore, I'accepteur, par 
interaction dipole-dipole (Forster, 1951; Wu and Brand, 1994; Clegg, 1995). Le 
transfert d'energie pent §tre observe soit par une diminution de Tamplitude de remission 
du doimeur, soit par une augmentation de I'amplitude de Texcitation et de remission de 
I'accepteur. Si raccq>teur n'est pas fluorescent, mais presente un spectre d'excitation 
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recouvrant au moins en partie le spectre d'emission du doimeur, le transfert d'6nergie 
pourra 8tre d6tect6 sous la forme d*une reduction d'amplitude de remission du donneur. 

Dans le cas de Tapplication du transfert d'6nergie k des 6chantillons biologiques 
en interaction non covalentes, le signal de transfert ne peut pas persister si les conditions 
exp6rimentales ne permettent pas I'interaction entre le ligand fluorescent et le r6cepteur 
fluorescent. De mSme, si Tun des deux partenaires interagissant n'est pas porteur d*un 
chromophore adSquat, les eventuelles variations de fluorescence observees pour Fautre 
partenaire ne pourront pas Stre attribiiees k un processus de transfert d*energie. 

Les termes "changement" ou "variation de fluorescence", definis dans le contexte 
du transfert d'dnergie, se r6£^ent a toutes modifications de 1) I'amplitude du signal de 
fluorescence de Taccepteur, de 2) Tamplitude du spectre d'excitation ou 3) Tamplitude 
du signal d'6mission du donneur. Les variations ou changements de fluorescence ne 
doivent pas Stre observ6s si Tun des deux partenaires ne porte pas de chromophore ou de 
fluorophore adequat (voir infira) ou si Tinteraction entre les part^iaires fluorescents est 
inhib6e, par exemple par un exchs dHm agent competiteur. 

De fa9on plus precise, la reaction de transfert d*6nergie de fluorescence requiert 
deux groupes. Tun appel6 donneur, necessairement fluorescent, et Tautre accepteur, soit 
fluorescent, soit colorant. Cette reaction se produit lorsque deux conditions sont 
r6unies : 

1) le spectre d'absorption de Taccepteur et le spectre d'emission du donneur 
doivent se recouvrir, au moins en partie ; le recouvrement se calcule partir de donn6es 
expdrimentales et d'une Equation donnant une valeur en cm^MT^ (Lakey et al., 1991) ; 

2) le donneur et Taccepteur doivent 8tre proches dans I'espace (de 10 i 100 
angstrdms) afin que le transfert d'6nergie puisse avoir lieu. ^ 

La premiere condition a pour cons6quence le fait que Texcitation du donneur 
entraine alors de mani^re concoroitante une diminution de Tamplitude de remission du 
donneur et Tapparition d'un signal d'emission de Taccepteur. Ceci permet de d6tecter les 
interactions entre le donneur et raccepteur et/ou de mesurer leur distance. 

Uexpression "proches dans Tespace" signifie que la distance entre le donneur et 
raccepteur est inf6rieure a 2 Ro, Ro representant le rayon de Forster (op.cit.) (Lakey et 
al., 1991). 
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Selon un mode de realisation avantageux de V invention, lorsque la variation de 
Tamplitude de la liaison form6e entre le susdit r^cepteur et run de ses ligands en 
presence dudit effecteur allost^rique, par rapport a Tamplitude de la liaison form6 entre 
ledit r^cepteur et ledit ligand, en Tabsence dudit effecteur, est negative, il convient de 

5 d6tecter V existence d' une variation de la cinetique de dissociation et/ ou d' association 

du complexe fonn6 entre le susdit recepteur et Tun de ses ligands en pr6sence dudit 
effecteur allost6rique, par rapport k la cin6tique de dissociation et/ou d' association du 
complexe fonn6 entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en T absence dudit effecteur, et 
avantageusement de quantifier cette variation de cin6tique, afin de distiaguer xm 

10 effecteur allosterique d'un agent comp6titif. 

La pr6s^te invention conceme un proced6 de mise en evidmce d'un effecteur 
allost6rique d'un r6cepteur, par d6termination de la variation : 

— de la cin6tique de dissociation et/ou d' association du complexe forme entre le 
susdit r6cepteur et I'lm de ses ligands en pr6sence dudit effecteur allosterique, par 

15 rapport a la cinetique de dissociation et/ou d'association du complexe forme entre ledit 

recepteur et ledit ligand, en I'absence dudit effecteur, 

- et/ou de I'amplitude de la liaison fonn6e entre le susdit recepteur et I'un de ses 
ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport k I'amplitude de la liaison 
form6e entre ledit recepteur et ledit ligand, en T absence dudit effecteur, 

20 ledit recepteur et ledit ligand etant impliqu6s dans au moins une reponse 

biologique dans des conditions physiologiques appropriSes, et 1' effecteur allosterique. 
6tant capable de moduler au moins I'une des r^ponses, 

ledit recepteur etant marqu6 par une prot6ine fluorescente choisie parmi : 

- la prot6ine fluorescente verte (GFP ou EGFP), lajprot6ine fluorescente cyan 
25 (CFP ou ECFP), la proteine fluorescente jaune (YFP ou EYFP) ou GFPUV, 

ou, 

- des variants d6riv6s de la GFP, de la CFP, de la YFP ou de la GFPUV, par 
addition, d616tion ou substitution d'un ou plusieurs acides amines, sous 
r6serve que ces variants conservent la propri6te de fluorescence, 

30 - ou des fragments de la GFP, de la CFP, de la YFP ou de la GFPUV, ou de 

fragments des susdits variants, sous reserve que ces fragments conservent la 
propriete de fluorescence, 
ledit ligand 6tant marqu6 par un marqueur constitu6 : 
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- soit par une mol6cule susceptible d'absorber la lumidre 6mise par la 
prot6me fluorescente, 

— soit par xine substance fluorescente, 

lesdites determinations de variation de cinetique de dissociation et/ou 
d'association et de variation d'amplitude etant effectuees par transfert d'energie de 
fluorescence : 

o entre la prot6ine fluorescente telle que d6fime ci-dessus et la 
susdite substance fluorescente, la substance fluorescente 6tant telle que soit 
elle est excitable k la longueur d'onde d*6mission de la prot6ine fluorescente, 
soit elle 6met k la longueur d'onde d'excitation de la proteine fluorescente, 
ou 

o entre la prot6ine fluorescente telle que d6finie ci-dessus et la 
susdite molecule susceptible d'absorber la lumi^ emise par la prot6ine 
fluorescente. 

Selon un mode de realisation prefere de Tinvention, lorsque la variation de la 
susdite amplitude de la liaison fonnee entre le susdit recepteur et Tun de ses ligands en 
presence dudit effecteur allosterique, par rapport a Tamplitude de la Uaison formee entre 
ledit recepteur et ledit ligand, en Tabsence dudit effecteur, est negative, on detecte 
6galement I'existence de la variation de la susdite cin6tique. 

Le recepteur est marqu6 par voie g6n6tique par une proteine fluorescente choisie 
paimi : 

- la prot6ine fluorescente verte (GFP) (Ward et al., 1980 ; Chalfie, 1995), ou 
EGFP (Heim & Tsirai, 1996 ; Miyawaki et al., 1997), 

- la proteine fluorescente cyan (CFP ou ECFP) (Heim{& Tsien, 1996 ; Miyawaki 
et al., 1997), 

- la prot6ine fluorescente jaune (YFP ou EYFP) (Connack et al., 1995 ; Heim, 
Cubitt et Tsien, 1995 ; Ehrig et al., 1995) (Miyawaki et al., 1997), 

- GFPUV (Crameri et al., 1996 ; Ehrig et al., 1995), 

ou leurs mutants dans lesquels les codons sont optimises pour Texpression dans 
les cellules humaines, bacteriennes ou vegetales, 

ou leurs mutants presentant des longueurs d'excitation ou d'emission plus 61ev6es 
ou plus faibles que celles associ6es aux prot6ines definies ci-dessus, sous r6serve que 
leur coefficient d'extinction mol6cuIaire soit sup6rieur k environ 14000M'^cm'^ et leur 
rendement quantique de fluorescence soit superieur k environ 0,38. 
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L'expression "codons optimises" indique la substitution de codons de la proteine 
sauvage par leurs homologues preferes de rorganisme h6te, sans changement de code 
done sans changement de sequence protSique. 

La GFP sauvage (WT) de longueur d'onde, d'excitation et demission 395/470-509 
est d6crite dans Ward et al. (1980) et Chalfie (1995). 

La GFP UV presentant les mutations suivantes : F99S, M153T, VI 63 A de 
longueur d'onde, d'excitation et demission respectivement de 395-510 est d^ciite dans 
Crameri et al. (1996), ou avec la mutation T203I et la longueur d'onde respectivement 
dexcitation et d'6mission 400-512 est d6crite dans Ehrig et al. (1995), 

La EGFP pr6sente les mutations suivantes : 

F64L S65T • H231L 

La EYFP pr6sente les mutations suivantes : 

S65G V68L S72A T203Y 

15 La ECaFP pr6sente les mutations suivantes : 

F64L S65T Y66W N146I 

M153T V163A N212K 

Les dififSrents mutants de GFP peuvent en outre 8tre optimises (par Tintroduction 
de mutations silencieuses optimisant Ihisage de codons specifiques k chaque espfece) 
pour Texpression dans des cellules : 
20 - humaines (Haas et al., 1996 ; Yan et al., 1996 ; Zolotukhin et al., 1996) 

- bact6riennes (Crameri et al., 1996 ; Cormack et al., 1996, pour Escherichia 
coll), ' 

~ vegetales (Reichel et al., 1996). 

Le terme GFP indique une proteine qui une fois exprim6e dans des cellules emet 
25 une fluorescence, Les GFPs presentant des substitutions, additions ou d616tions d'acides 

amin6s in£Luen9ant soit les propri6t6s de fluorescence, soit le taux d'expression de la 
GFP sont appel6s mutants de GFP. 
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On donne ci-apr6s les principales caract6ristiques des prot6ines 
fluorescentes avantageusement utilis6es dans le proc6d6 de I'invention : 
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Prot6ine 


^excitation 
maximale 


X-emission 


coefficient 
d'extinction 


rendement quantique 


EYFP 


514 


527 


36500 


0,63 


ECFP 


432 


480 


18000 


0,67 


GFPUV 


395 


509 


21000 


0,77 


EGFP 


489 


511 


39000 


0,66 



La prot6ine autofluorescente BFP est de preference exclue car elle ne r6pond pas 
aux conditions defijiies ici pour les prot6ines autofluorescentes de cnidaires, a savoir 
coefficient d'extinction mol6culaire superieur a 14000 M"^cm"^ et rendement quantique 
de fluorescence superieur i 0,38. 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, le recepteur est marqu6 
par une proteine fluorescente (n° 1) et le ligand est marqu6 

* soit par une substance fluorescente, le marquage 6tant : 

- soit e£fectue par vole chimique, la substance fluorescente 6tant alors im 
compose chimique, 

- soit effectu6 par voie recombinante, la substance fluorescente 6tant alors un 
peptide ou une prot6ine fluorescente (n° 2), et pouvant 6tre notamment choisie parmi les 
prot6ines fluorescentes issues ou d6riv6es de prot6ines autofluorescentes de cnidaires, 
dont le coefficirat d'extinction mol6culaire est superieur a environ 14000M"^cm"^ et le 
rendement quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, notamment choisie 
parmi : J 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , deletion ou substitution d'vm ou 
plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants conservent la propri6te de 
fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous reserve 
que ces fragments conservent la propriety de fluorescence, 

« soit par xme substance non fluorescente appartenant au groupe des acides 
violets [Acid Violet 5, CAS 10130-48-0 ; Acid Violet 7, CAS 4321-69-1 ; Acid Violet 
17, CAS 4129-84-4], acides rouges [Acid Red 1, CAS 3734-67-6 ; Acid Red 8, CAS 



wo 03/107004 PCT/FR03/01817 

4787-93-3 ; Acid Red 37, CAS 6360-07-2 ; Acid Red 40, CAS 12167-45-2 ; Acid Red 
106, CAS 6844-74-2; Acid Red 114, CAS 6459-94-5], les alizarines, ralmninon, 
I'azocarmine B [CAS 25360-72-9], la fuschine basique [Basic Red 9, CAS 569-61-9], le 
Bordeaux R [Acid Red 17, CAS 5858-33-3], la Caimine [CAS 1390-65-4]. 

"CAS" correspond a Chemical Abstracts. 

Par marquage d'un rteepteur ou dun ligand, on entend : 

- pour le r6cepteur, la fUsion de son gdne ou ADNc, ou partie du gbne ou de 
r ADNc, avec le gene ou ADNc, ou partie du g^ne ou ADNc, de la GFP ; 

- pour le ligand, il pent s'agir d'un couplage chimique entre le ligand et un 
groupe fluorescent, ou bien de la fusion de son gdne ou ADNc, ou partie du gene ou de 
TADNc, avec le gene ou ADNc, ou partie du gbne ou ADNc, de la GFP. 

L'invention conceme Tutilisation d'une prot6ine fluorescente selon llnvention 
dans laquelle le r6cepteur et le ligand sont marqu6s par voie genetique, la proteine 
fluorescente et la substance fluorescente 6tant respectivement choisies parmi les couples 
de composes suivants : 

GFPUV-EYFP 

EYFP-GFPUV 

ECFP-EYFP 

EYFP-ECFP 

ECFP-BGFP 

EGFP-ECRP 

EGFP-EYFP 

EYFP-EGFP 

et notamment dans laquelle le r6cepteur est marque ipar la prot6ine EYFP ou 
EGFP et le ligand est marqu6 par la prot6ine ECFP, ou le r6cepteur est marque par la 
-prot6ine ECFP et le ligand est marque par la proteine EYFP ou EGFP. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, la prot6ine fluorescente 
est EGFP et : 

- soit la EGFP est donnexor d'6nergie de fluorescence et le marqueur absorbant la 
lumiere emise par la EGFP est une substance fluorescente ou non, et le marqueur etant 
choisi parmi des substances, dont le spectre d'excitation chevauche le spectre d*emission 
de la EGFP, 

et, dans le cas oii le marqueur est une substance fluorescente, il est choisi 
parmi : le 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-iadacene (Bbdipy), Teosine, la 
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lissamine, rerythrosine, la tetramethylrhodamine, la sulforhodamine 101 
commercialisee par Molecular probe sous la denomination Texas Red, et leurs 
derives pennettant d*une part le greffage et, d'autre part, dont le spectre 
d'excitation recouvre le spectre d'emission de EGFP, 
5 et, dans le cas oH le marqueur n*est pas une substance fluorescente, il est 

choisi parmi le groupe des acides violets [Acid Violet 5, CAS 10130-48-0 ; Acid 
Violet 7, CAS 4321-69-1 ; Acid Violet 17, CAS 4129-84-4], des acides rouges 
[Acid Red 1, CAS 3734-67-6 ; Acid Red 8, CAS 4787-93-3 ; Acid Red 37, CAS 
6360-07-2 ; Acid Red 40, CAS 12167-45-2 ; Acid Red 106, CAS 6844-74-2 ; 
10 Acid Red 114, CAS 6459-94-5], les alizarines, Taluminon, razocannine B [CAS 

25360-72-9], la fuschine basique [Basic Red 9, CAS 569-61-9], le Bordeaux R 
[Acid Red 17, CAS 5858-33-3], laCannine [CAS 1390-65-4], 

— soit la EGFP est accepteur d'energie de fluorescence et la substance 
fluorescente est donneur d*energie de fluorescence et est choisie parmi des substances, 

15 dont le spectre d'emission chevauche le spectre d*excitation de la EGFP, et notamment 

parmi : les coumarines, la fluorescamine, le 6-(N-m6thylanilino)naplitalene, (mansyl) et 
leurs derives permettent d'une part le greffage et, d'autre part, dont le spectre d'Smission 
recouvre le spectre d'excitation de EGFP, 

Selon un mode de r6alisation avantageux de Tinvention, la proteine fluorescente 

20 estECFPet: 

— soit la ECFP est donneur d'Snergie de fluorescence et la substance fluorescente 
est accepteur .d'6nergie et est choisie parmi la fluoresceine et le 7-nitrobenz-2-oxa-l,3- 
diazole, 

— soit la ECFP est accepteur d'6nergie de fluorescence et la substance 
25 fluorescente est donneur d'energie et est choisie parmi le pyrdne ou la coimiarine ou 

leurs derives pennettant d'une part le greffage, et, d'autre part, dont le spectre d'6mission 
chevauche le spectre d'excitation de la ECFP. 

S'agissant du r6cepteur, il pent Stre choisi parmi : 

— les r6cepteurs membranaires couples a la prot6ine G, notamment dans 
30 Supplement Trends in Pharmacological Sciences, 1997 (Receptor and ion Channel 

Nomenclature) et dans les bases de donnees ensembl.org et GPCRdb, 

— les r6cepteurs des facteurs de croissance, notamment ceux qui sont 
structurellement reU6s au r6cepteur de Tinsuline (Yarden, Y. and Ulhich, A., 1988) ou 
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au r6cepteur de rinterfSron y (Brisco et al., 1996 ; Ihle, 1995) et ceux decrits dans les 
bases de donn6es ensembLorg et GPCRdb, 

- les r6cepteiirs canaux, notamment dans Supplement Trends in Pharmacological 
Sciences, 1997 (Receptor and ion Channel Nomenclature) et ceux decrits dans les bases 
de domi6es ensembLorg et GPCRdb, 

- les r6cepteurs nucleaires intracellulaires, notamment ceux qui sont 
structurellement reli6s au r6cepteur des st6roi'des (Mangelsdorf et al., 1995 ; Wurtz et 
al., 1996) et ceux d6crits dans les bases de donnees ensembLorg et GPCRdb. 

Selon un mode de realisation avantageux, le recepteur est choisi parmi les 
r^cepteurs membranaires coupl6s k la prot6ine G. 

Comme d6fini ci-dessus, on rappelle que par "r6cepteur" on ddsigne toute 
mol6cule de nature prot^ique susceptible d'entrer en interaction non covalente avec un 
agent phaimacologique, et, preferentiellement, un r6cepteur de neurotransmetteur, 
d'honnones, de facteur de croissance etc., capable de produire, apres interaction avec 
un ligand pharmacologique, une r^ponse de transduction de signal mesurable in vivo 
et/ou in vitro. 

Par r6ponse de transduction de signal, on designe toute reponse, ou inhibition de 
r6ponse, mesurable in vivo et/ou in vitroy r&ultant de Tinteraction d'lm recepteur avec 
ses agents pharmacologiques sp^cifiques et conduisant a des activations ou inhibitions 
du mStaboUsme ceUulaire par effet sur des messagers secondaires, des enzymes, ou des 
courants ioniques. 

A titre d'exemples de r^cepteurs membranaires couples aux prot6ines G, on pent 
citer les r6cepteurs de purines et nucleotides, des amines biogeniques, des peptides et 
prot6ines, des eicosanoides, des lipides et deriv6s, des acide^ anain6s excitateurs et des 
ions, des mol6c\iles olfactives ainsi que les recepteurs orphelins (ci-apres ime liste assez 
exhaustive). 

A titre d'exemple de r6cepteurs de facteurs de croissance, on peut citer les 
cytokines, le facteur de croissance epidermique, Tinsuline, le facteur de croissance 
deriv6 des plaquettes, le facteur de croissance de transforaiation. 

A titre de recepteurs canaux, on peut citer notamment les recepteurs de TATP, de 
la s6rotonine, du GABA, de la glycine, de rac6tylcholine, du glutamate. 

A titre d*exemple de recepteurs nucl6aires, on peut citer notamment les recepteurs 
des hormones thyro'fdiennes, des oestrogenes, des glucocorticoi'des, des retinoi'des. 
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A titre de ligands des r6cepteurs coupl6s a la proteine G on peut citer 

• Purines et Nucleotides 
. Adenosine 
. cAMP 
. ATP 
. UTP 
. ADP 

• Amines BiogSniques (et ligands naturels reli6s) 
. 5-hydroxytryptanaine 
. Ac6tylcholine 
. Dopamine 
. Adrenaline 
. Histamine 
. Melatonine 
. Noradrenaline 
. Tyramine/Octopamine 
. autres composes relies 

• Peptides 
. Hormone adrenocorticotrophique (ACTH) 
. Hormone stimulatrice de melanocyte (MSH) 
. MSlanocortines 
. NeurotCTsine (NT) 
. Bomb6sine et p^tides voisins 
. Endothelines 
. Cholecystokinine 
. Gastrine 

. Neurokinine B (NKB) 
. Recepteur des tachykinines 
. Substance K(NKA) 
. Substance P(SP) 
. Neuropeptide Y (NPY) 
. Facteur de liberation de la thyrotropine 
. Nociceptine 
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. Bradykinine 
. Angiotensine n 
. Beta-endorphine 
. CSa anaphalatoxine 
. Calcitonine 

. Chemokmes (6galement appeles intercrines) 

. Facteur de libdration corticotrophique (CRF) 

. Dynoiphine 

. Endotphine 

. Peptides fonnyl6s 

. Follitropine CFSH) 

. Ph6Fomones de maturation fongique 

. Galaiiine 

. Recepteur du polypeptide inhibiteur gastrique (GIP) 
. Pq)tides analogues du glucagon (GLPs) 
. Glucagon 

. Hormone de liberation de gonadotropine (GniRH) 

. Hormone de liberation de Thormone de croissance (GHRM) 

. Hormone diur^tique d*insecte 

. Literleukine 

. Leutropine (LH/HCG) 

. MET -enkdphaline 

, Peptides opioldes 

. Oxytocine f 
. Hormone parathyrolde CPTH) et (PTHrP) 
. Peptides activant Tadenyl cyclase pituitaire OPACAP) 
. Secretine 
. Somatostatine 
. Thrombine 
. Thyrotropine (TSH) 
, Peptide instestinal vasoactif (VTP) 
. Vasopressine 
. Vasotocine 
• Eicosanoides 
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, IP - Prostacyclines 
. PG - Prostaglandines 
. TX - Thromboxanes 

• Composes k base de retinal 
. 1 1 -cis r6tinal de vert6br6 

. 1 1-cis retinal d'invert6br6 

• Lipides et composes a bases de lipides 
. CannabinoMes 

. Anandamide 

. Acide lysophosphatidique 

. Facteur deactivation des plaquettes 

. Leukotrienes 

• Amino acides excitateurs et ions 
. Ion Calcium 

, Glutamate 

• R^cepteurs orphelins 

La pr6sente invention conceme un proc6d6 tel que d6fmi ci-dessus, caracterise en 
ce que Ton d6termine la variation : 

- de la cinetique de dissociation du complexe fomi6 entre le susdit recepteur et 
Tun de ses ligands en presence dudit efifecteur allost6rique, par report k la cin6tique de 
dissociation du complexe fonn6 entre ledit recepteur et ledit ligand, en T absence dudit 
efFecteur, 

- et/ou de T amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Tun de ses 
ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapportfa T amplitude de la liaison 
fomiee entre ledit recepteur et ledit ligand, en 1' absence dudit effecteur. 

La presente invention conceme un precede tel que defini ci-dessus, caracterise en 
ce que ron determine uniquement la cin6tique de dissociation du complexe forme entre 
le susdit recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par 
rapport a la cin6tique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et ledit 
ligand, en Tabsence dudit effecteur. 

Dans tous les cas, la mesure de la' variation de la cin6tique est sufQsante afin de 
detecter un effecteur allost6rique. 
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L'int6ret d'observer senlement la cinetique de dissociation reside dans le fait qu'a 
des concentrations elevees (saturantes) de ligand fluorescent, il est possible qu'aucune 
variation d' amplitude ne soit d6tectable car tous les sites de liaison sont satur6s. 

La presente invention conceme un proced6 tel que d6fini ci-dessus, caract6rise en 
ce que Ton determine uniquement Tamplitude de la liaison formee entre le susdit 
r6cepteur et Tun de ses ligands en pr6sence dudit efifecteur allosterique, par rapport k 
Tamplitude de la liaison fonn^e entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en I'absence dudit 
efifecteur. 

Dans certains cas, la mesure seule de I'amplitude est sufiBsante afin de d6tecter un 
efifecteur alllost^rique, tandis que dans d'autres, elle doit @tre couplSe k la mesure de la 
variation de la cin6tique. 

Selon un mode de realisation avantageux de la pr6sente invention, le proc6d6 tel 
que defini ci-dessus est caract6ris6 ce que le ligand est im antagoniste. 

Comme defini ci-dessus, on rappelle que par "antagoniste", on entend toute 
molecule inhibant TefFet de Tagoniste en se liant sur le mSme recepteur que ce dernier. 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, le procede tel 
que defini ci-dessus est caracterise en ce que le ligand est un agoniste. 

Comme d6fiiii ci-dessus, on rappelle que par "agoniste", on entend toute molecule 
se liant au site du ligand endogene naturel et capable d'activer la r6ponse biologique. 

Tout syst&tne biologique complexe pent 8tre deodt par un modfele partiel 
comprenant un nombre d'6tats r6duits sufifisants pour d6crire le phenomfene observ6. 
Dans le cas des modulateurs ou effecteurs allostSriques, on emploie un module partiel 
comprenant deux 6tats : I'^tat de repos (R) et T^tat acttf (A) du r6cepteur. 

On a ainsi un 6quilibre R ^ A. j 

Dans ce modele, les ligands presentent des affinites distinctes pour les 6tats R et 
A. De maniere qualitative, on pent d6crire les affinites relatives Kr et Ka pour 
respectivement R et A de la maniere suivante, avec c = Ka / Kr : 

Afi&nit6pour !6tatde. repos Etatactif c 
Agoniste moins bonne meilleure c < 1 



Antagoniste 

.^^^ meilleure moins bonne c ^ 1 
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Dans cette description, un agoniste deplace Tequilibre R A en faveur de A car 
son affinite est meilleure pour A que poxir R. Inversement, Tantagoniste conip6titif 
deplace r^quilibre vers R. Les ecarts d' affinity entre r6tat R et Tetat A varient de 1 fois 
(c = l)(pas de difference d' affinite) k plus de 100 fois selon le ligand (c > 100 ou 

5 c < 0,01). On obtient ainsi, pour un ensemble de ligands d'une cible, une palette de 

molecules agonistes (c < 1) ou antagonistes (c > 1) d'efificacit6 variable. 

En pratique, Tassociation d'un ligand k un site r6cepteur est contrdlee par la 
diffusion de ce ligand dans le milieu biologique. Des differences d'afBnitS pour un 
ligand donn6, et pour un site donne, r6sultent d'une vitesse de dissociation diffSrente 

10 dudit ligand pour le site dans chacune des conformations qu'il peut adopter. H en est de 

mSme poxu: les agonistes, les antagonistes competitifs et les effecteurs allosteriques. II 
resulte de ceci que Teffecteur allosterique, en stabilisant par exemple une conformation 
de haute affinite pour T agoniste, va augmenter la proportion des recepteurs dans la 
conformation de haute affinity, et done entrainer une diminution de la vitesse de 

15 dissociation de Tagoniste lie a son site. Dans une mesure exp6rimentale de vitesse de 

dissociation, on obtiendra une courbe de dissociation en fonction du temps dont Tallure 
g6nerale sera plus lente si I'effecteur stabilise des etats de haute afi5nit6 pour le ligand 
fluorescent. Ces courbes sont correctement analys6es selon un modMe multiexponentiel 
dans lequel les vitesses de dissociation sont identiques en presence et en absence 

20 d'effecteur, mais dont les amplitudes (et done les concentrations firactionnelles des 

divers 6tats conformationnels) difE&rent. On obtiendra ainsi des rapports de 
concentration [Repos]/[Actif] qui dif[Sa:eront lorsque Tagoniste seul est present et 
lorsque 1' agoniste et reflfecteur allosterique sont pr6sents tons deux. De la mSme 
maniere, Texperience peut etre conduite avec un antagonislte : dans ce cas, Teffet des 

25 effecteurs allosteriques sera de signe oppose k celui qui est observe pour un agoniste. 

Si on effectue xme dissociation apres association a Teqiiilibre, on pourra rev61er 
cette difference d'affinit6 entre R et A par une cin6tique de dissociation presentant un 
decours temporel monoexponentiel (0,01 < Lqc < 100) ou biexponentiel pour Lqc > 100 
ou Lqc < 0,01. Dans le cas ou la cin6tique est biexponentielle, elle est d6crite k Taide de 

30 2 constantes de vitesse et de 2 amplitudes, et le rc^port des 2 amplitudes correspond k la 

concentration fractionnelle de chacun des etats. Lorsque la cinStique de dissociation est 
biexponentielle, on enregistre la somme des 6v6nements de dissociation de chacxm des 
etats conformationnels. 
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De meme que pr6c6deiiuneiit, dans le cas des effecteurs, on pent d^crire les 
affinit^s relatives Kr et Ka pour respectivement R et A de la maniere suivante, avec c = 
Ka/Kr: 

AfBnit6pour Etatderepos 6tatactif c 

Effecteur positif moins bonne meilleure c < 1 

Effecteur n6gatif meilleure - moins bonne c > 1 



5 Dans cette description, un effecteur positif d6place T^quilibre R <-> A en faveur 

de A car son af5nit6 est meilleure pour A que pour R. Inversement, Teffecteur n6gatif 
d6place I'Squilibre vers R> 

Ainsi, dans le cas oil il existe deux 6tats, k savoir un 6tat actif et un 6tat de repos, 
la prSsente invention conceme un proc6d6 tel que d6fini ci-dessus, caract6rise en ce que 

10 la cin6tique de dissociation du complexe forme entre ledit r6cepteur et Tun de ses 

ligands (agoniste), en presence dudit effecteur, est plus lente que la cinetique de 
dissociation du complexe forme entre ledit r^cepteur et ledit ligand, en 1' absence dudit 
effecteirr, ce qui implique que I'effecteur allosterique est un effecteur positif Dans ce 
mode de r6alisation prefer^ de Tinvention, le ligand est un agoniste : il deplace done 

15 r6quilibre R <-> A vers A (etat actif du r6cepteur) pour lequel il a une afiBnit6 plus 

61ev6e et done une vitesse de dissociation plus lente, tandis que I'effecteur allost^que 
d6place aussi T^quilibre vers A, ce qui a pour efifet d'augmenter Tamplitude de la 
dissociation lente et de diminuer Tamplitude de la dissociation rapide, 

Dans le cas oil il existe deux 6tats, k savoir un 6tat at^tif et un 6tat de rq>os, la 

20 pr6sente invention conceme un proc6d6 tel que d6fini ci-dessus, caract6rise en ce que la 

cin6tique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et Tun de ses ligands 
(agoniste), en pr6sence dudit effecteur, est plus rapide que la cinetique de dissociation 
du complexe forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en T absence dudit effecteur, ce 
qui implique que Teffecteur allosterique est un effecteur negatif. Dans ce mode de 

25 r6alisation pref6r6 de Tinvention, le ligand est un agoniste : il deplace done Tequilibre R 

<-> A vers A (etat actif du recepteur) pour lequel il a une affinite plus elev6e et done une 
vitesse de dissociation plus lente, tandis que Teffecteur allosterique deplace aussi 
Tequilibre vers R, ce qui a pour ejBfet de diminuer Tamplitude de la dissociation lente et 
d'augmenter V amplitude de la dissociation rapide. 
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Dans le cas ou il existe deux etats, a savoir xm etat actif et un 6tat de repos, la 
presente invention conceme un proc6de tel que d6fini ci-dessus, caracterise en ce que la 
cin6tique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et Tun de ses ligands, 
en pr6sence dudit effecteur, est plus lente que la cindtique de dissociation du complexe 
form6 entre ledit recepteur et ledit ligand, en Tabsence dudit effecteur, ce qui implique 
que r effecteur allosterique est un effecteur n6gatif. Dans ce mode de realisation pr6fere 
de rinvention, le ligand est un antagoniste : il d6place done Tequilibre R «-> A vers R 
(6tat de repos du r6cepteur) pour lequel il a une a£finit6 plus elev6e et done une vitesse 
de dissociation plus lente, tandis que Teffecteur allost6rique stabilise I'dtat de repos, ce 
qui a pour effet d'augmenter Tamplitude de la dissociation lente, tout en diminuant 
Tamplitude de la dissociation rapide. 

Dans le cas ou il existe deux 6tats, k savoir un etat actif et un 6tat de repos, la 
presente invention conceme un procede tel que defini ci-dessus, caracterise en ce que la 
cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et Tun de ses ligands, 
en presence dudit effecteur, est plus rapide que la cinetique de dissociation du complexe 
forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en Tabsence dudit effecteur, ce qui implique 
que r effecteur allosterique est un effecteur positif. Dans ce mode de realisation pr6fere 
de rinvention, le ligand est un antagoniste : il deplace done r6quilibre R <^ A vers R 
(6tat de repos du r6cepteur) pour lequel il a une af5nit6 plus 61evee et done une vitesse 
de dissociation plus lente, tandis que Teffecteur allosterique stabilise Tetat actif, ce qui 
a pour effet de dinainuer TampUtude de la dissociation lente, et d'augmenter ramplitude 
de la dissociation rapide. 

Dans le cas oil le r6cqpteur pent adopter un nombre de conformations sup6rieur k 
deux, il convient d'identifier les conformations occupees par le ligand fluorescent afin 
de determiner sur quels equilibres conformationnels porte T effet de T agent allosterique 
suppose. 

Aiasi, s'il existe trois etats conformationnels R (repos), A (actif) et D 
(desensibilise), Tagoniste peut occuper les etats A et D tandis que T antagoniste se liera 
de manidre pr6f6rentielle k V6tat R ou a Tetat D. II en resultera des effets de nature 
diff6rente de Tagent allosterique selon que Ton utilisera un agoniste fluorescent ou une 
antagoniste fluorescent dans les experiences de mesure de liaison. L* effecteur positif 
(qui stabilise A) r6duira la liaison de Tagoniste k retat D. II y aura augmentation de la 
vitesse de dissociation par disparition d'une fraction des recepteurs dans retat D qui 
g6n6ralement lie Tagoniste avec ime affinite plus grande que retat A. 
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De la m§me maniere, si il existe dexxx etats actifs Al et A2, un effecteur 
stabilisant Al aura pour effet de r6duire la liaison a A2 (et diminuera les r^onses qui y 
sont associ6es) tandis qu'il augmentera la liaison Al (et potentialisera les reponses qui 
y sont associees). Dans ce cas, on observera une augmentation de la vitesse de 
dissociation de Tagoniste fluorescent. 

L' analyse des cin6tiques d' association du ligand est plus complexe. EUe depend 
en effet du syst^e experimental analys6. Pour certains recepteurs^ et dans certaines 
conditions exp^rimentales, il est possible d'observer des cinetiques d'association 
multie:?q)onentielles. Dans ces cas, la cin6tique la plus rapide reflate Tinteraction 
bimolSculaire du ligand (agoniste ou antagoniste) avec le r6cepteur, tandis que les 
cinetiques plus lentes peuvent refl6t^ des interconversions conformationnelles qui 
prennent place plus lent^ent. Si cela est observe exp^rimentalement, il est alors 
possible d'analyser les amplitudes des cinetiques lentes et d'observer des variations de 
ces amplitudes en presence d'xm effecteur allost6rique. Ces variations refleteront la 
stabilisation differentielle des divers etats conformationnels par T effecteur allosterique. 
Dans d*autres cas defavorables, les interconversions conformationnelles sont 
cin6tiquement invisibles car plus rapides que la cin6tique d* association bimoleculaire du 
ligand avec le r6cepteur. L' effet d'un effecteur allosterique sur la vitesse d'associadon 
n'est alors pas detectable experimentalement. 

L' analyse des rdponses est une manidre de suivre retat actif du r6cepteur. En 
effet, on dSfinit I'etat actif comme un 6tat conformationnel dote de la capacite de 
produire la reponse biologique. L*analyse des reponses doit porter sur plusieurs 



L'un des parametres les plus simples k evaluer est ^'amplitude de la reponse. 
Celle-ci sara plus grande en presence d'xm effecteur allosterique positif et plus faible 
lorsque 1' effecteur allosterique est negatif. 

Le deuxieme parametre est celui du delai : il est parfois possible de detecter un 
delai d'etablissement plus court pour des reponses potentialisees, et inversement xm 
deiai plus long pour des reponses inhib6es, en comparaison k une reponse controle. Ceci 
est en effet observable lorsque le recepteur active des effecteurs secondaires eux-mSmes 
responsables de la reponse. Dans ce cas, qui est celui des recepteurs couples aux 
proteines G, Taccumulation transitoire de proteines de relais activees (la proteine G) ou 
de messagers secondaires (inositols triphosphates, AMPc...), Tapparition de la reponse 
pent survenir avec un deiai moindre lorsqu'il y a potentialisation. 
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EnjBn, lorsque pliisieurs r6ponses peuvent etre d6clench6es par vm recepteur, 
ranalyse comparative des amplitudes (et/ou des delais) des diverses r6porises peut 
apporter des indications sur la nature de Teffet modulateur. 

La presente invention conceme 6galement un procede tel que defini ci-dessus, par 
determination de : 

— la variation de Tamplitude de la liaison form6e entre le susdit r6cepteur et Tun 
de ses ligands en presence dudit effecteiir allost6rique, par rapport k T amplitude de la 
liaison fonn6 entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en Tabsence dudit effecteur, 

- et 6ventuellement de la variation de la cin6tique de dissociation du complexe 
form6 entre le susdit r6cepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur 
aIlost6rique, par rapport k la cin6tique de dissociation du complexe fonne entre ledit 
r6cepteur et ledit ligand, en Tabsence dudit effecteiu:. 

La presente invention conc^ne un proc6d6 tel que defini ci-dessus, caract6ris6 en 
ce que Ton d6termine uniquement la variation de Tamplitude de la liaison formee entre 
le susdit r6cepteur et V\m de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par 
rapport k T amplitude de la liaison fonne entre ledit r^cqpteur et ledit ligand, en 
Tabsence dudit effecteur, lorsque ladite variation est positive. 

La presente invention conceme im precede tel que defini ci-dessus, caracterise en 
ce que Ton determine : 

— la variation de Tamplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et I'un 
de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport k Tamplitude de la 
liaison fonn6 entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en Tabsence dudit efifecteur, 

et que ladite variation est negative, ce qui n6cessite la determination de : . 

- la variation de la cinetique de dissociation du comj^lexe form6 entre le susdit 
recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit efifecteur allost6rique, par rapport k la 
cin6tique de dissociation du complexe fomi6 entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en 
Tabsence dudit effectexir. 

Ce mode de realisation permet ainsi de distinguer un effecteur allosterique d'un 
agent competitif 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, le procede de 
rinvention est caracteris6 en ce que ladite variation de cinetique de dissociation est 
positive ou negative, ce qui implique que le compose teste est un effecteur allosterique. 



wo 03/107004 



10 



15 



30 



PCT/FR03/01817 



Selon un mode de realisation avantagexix de la pr^sente invention, le proc^de de 
rinvention est caracteris6 en ce que ladite variation de cinetique de dissociation est 
nuUe, ce qui implique que le compos6 teste est un competiteur. 

Dans le cas des r6cepteurs couples aux prot6ines G on disceme des cas comjplexes 
car il peut exister plusieurs 6tats actifs d'un r^cepteur (Palanch6 et al., 2001 ; Lefkowitz, 
1998). Dans ce cas, les diff6rents etats actifs sont pourvus de propri6t6s fonctionnelles 
distinctes, c'est-i-dire qu'ils r^gulent des r6ponses qui peuvent diflKrer les unes des 
autres. L'eflfecteur allost^rique peut alors avoir mi comportement discriminant les 6tats 
actifs entre eux. Ainsi, en privilegiant la stabilisation d'un 6tsA actif pris parmi plusieurs, 
Teffecteur peut se comporter comme modulateur positif d'une r6ponse donnee tout en 
se comportant comme un modulateur n^gadf des r6ponses associ6es aux autres 6tats 
actifs. On definira alors le caract^re posittf et/ou n6gatif par rapport k xme r6ponse 
biologique donnee. 

L'effecteur peut moduler xme reponse inconnue du recepteur. Ainsi, dans le cas ou 
on n' observe pas d'effet sur une reponse cormue sur le recepteur, la pr^sente invention 
permet de rechercher d' autres r^ponses du recepteur. 

La presente invention conceme egalement des produits repondant a Tune des 
formules suivantes : 

All Gil 





HIO 



H6 





H3 



F3 
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CVl-84 




CVl-85 




CVl-93 





CVl-122 




CVl-123 




CVl-135 




lesdits produits 6tant des composes tels que d6tect6s par le proc^6 mdiqu6 ci- 
dessus. 

Les produits de formule All, Gil, HIO, H6, H3, F3. 801, 802, 803, 804, 805, 
806, 807, 808, 809, CVl-80, CVl-81, CVl-84, CVl-85, CVl-93, CVl-97, CVl-122, 
CVl-123, CVl-131 et CVl-135 sont nouveaux en tant que tels. 
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Les tableaux 1 et 2 sxiivants r6sument T ensemble des <iomi6es exp6rimentales 
acquises pour les molecules G6, All, GU, F3, H6, F9, H3, F7, HIO, NP234 (ou 801), 
NP 246 (ou 803), 804, 805, 806, 808, 807, 809, CVl-80, CVl-81, CV1.84, CVl-85, 
CVl-93, CVl-97, CVl-122, CVl-123, et CVl-135, dont les structures sont indiqu6es 
5 en colonnes. 

Dans le tableau 1, la colonne "code" correspond au nom d'usage; la colonne 
"EC50" correspond a la concentration de compost provoquant une augmentation de 
50% (par rapport a la valeur maximale) du pourcentage de Tamplitude de la vitesse de 
dissociation rapide ; la colonne "%al (max) " correspond k la valeur maximale observ6e 

10 pour Taugmentation d'amplitude de la vitesse de dissociation rapide ; la coloime "IC50" 

correspond k la concentration de compost pour laquelle on observe une diminution de 
50% de la liaison de 20 nM de NKA-Bo au r6cepteur EGFP-NK2R ; la colonne "Rep 
Ca" correspond k la capacit6 de chaque compose a evoquer une r6ponse calcique sur des 
cellules n'exprimant pas le recepteur EGFP-NK2R et la colonne "inhib AMPc" indique 

15 la capacity de chaque compos6 k inhiber la r6ponse de production d'AMPc evoquee par 

laNKA. 

Dans le tableau 2, la colonne "code" correspond au nom d'usage ; la coloime 
"EC50" correspond k la concentration de compose provoquant une augmentation de 
50% (par rapport k la valeur maximale) du pourcentage de T amplitude de la vitesse de 

20 dissociation rapide ; la colonne "% al (^ 10 iiM) " signifie que les compos6s ont ete 

testes uniquement k 10 jiM et compar6s aux valeurs d6termin6es pour 805 (T = 22 ± 1 
represente I'amplitude de dissociation rapide en absence d'effecteur) ; la colonne "% 
Reversion de liaison (^l 10 iiM) " signifie que les composes ont 6t6 testes uniquCTtient k 
10 |xM et compares aux valeurs d6terminees pour 805. j 

25 Parmi tons les compos6s, 805 a fait robjet d'une 6tude de la potentialisation des 

reponses calciques 6voqu6es par la NKA ou la NKA tronquee sur les r6cepteurs NK2R 
hmnain sauvage, NKIR hmnain sauvage, ou EGFP-NK2R. 
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G6 



All 



Gil 





N-(4-animo-l-{l- 
carbamoyl-2- 
phenyl- 
ethylcarbamoyl)- 
buty})-benzamide 



[Ot-Amino- 
benzjl)- 
paphthalen-2 - 
^methyl-amiao]* 
acetomtrile 



4-[(Cyanomethyl- 

naphthaleii-2 - 
ylmethyl-axnino)- 

methyi]-benzoLc . 

acid ethyl ester 



ns 



38-44 



.10-30 



ns 



>90 



70 



46 



100 



>100 



nt nt 



ns 



ns 



F3 



H6 



F9 




Ben2yl-(5-phenyl- 
tfaiazol-2-yl)- 
amine 



1-5 



65 



100 



.(4-ChlQro-ben2yl)- 
napbthaien>2* 
ylmethyl-amine 



50-80 



80 



>100 




3-(5-Methyl- 

pyridin-2- 
ylMmno)-l,3- 
dtphenyl-propan- 
1-one 



ns 



ns 



>50 



-H- 



H3 



4-{[(Naphthalen- 
2-ylniethyl)- 

anunoj-metbyl}- 
phenylamine 



ns 



ns 



>S0 



ns 



F7 



HIO 




l,3-DiphenyI-3-(5- 
plienyl-thiazol-2- 
ylainxiio)-{MkOp&n*' 
l-one 



>50 



>60 



90 




2<Naplithalea-2- 
ylmethyl-pheayl- 
amino)-acetamide 



>50 



>60 
J 



>100. 



ns 



ns 



ns : rum significaaf : nt : non testi ; ?: nan interpritable 
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NP234 
on 
801 




NP246 
ou 
803 



a 



[(4. 

chlorobeazyl)(2- 
napbthylmethyL)a 
mino]acetotutrile 



[(3,4- 
dichlorobenzyl)(2- 
naphthylmethyQa 
auno]acetoaitile 



5-10 



10-30 



60-70 



60-70 



110 



>500 



ns 



ns 



nt 



804 



805 



806 




K4- 

tuninobenz^Xl- 
initto]aoetonitajle 



20-30 



>80 



>100 




[ben2yl(2- 
naphthylmethyl)a 
mino]acetom1rile 



3-8 



80 



>500 



.COOMe 




methyl [beiizyl(2- 
napIiffayliDfi1hyl)a 
mmojacetatd 



10-20 



90 



>200 



ns 



ns 



ns 



nt 



nt 




i/-benzyi-i/-(2- 
napfatfaylmediyl)- 
^-prop-2- 
yaylamlne 



20-30 



^70 



>200 



2-[benzyl(2- 
i]apfathyline11iyl)a 
minojacetamide 



^90 



100 



+ 



+ 
? 



at 



at 



809 




[beaozylCS-phenyl- 

I,3-tliiazol-2- 
yl)amino]aeetonitr 
ile 



1-20 



>75 



>100 



at 



at 



ns : non signiflcatif ; nt : non testi ; ?: non interpritable 
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ns : non significatif : nt : non teste ; ?: non intei'pretable 
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Les composes susmentionn^s sont regroup^s dans deux grandes families : &mille 
I et famille n. 

La famille I regroupe les composes All, Gil, HIO, 801, 803, 804, 805, 806, 808, 
807, CVl-80, CVl-81, CVl-84, CVl-85, CVl-93, CVl-97, CVl-122, CVl-123 et 
5 CVl-135. 

Ces composes r^pondent k la formule g^ndrale suivante : 

10 dans laquelle n est egal & 0 ou 1, Aii et At2 repr^sentent des groupes aromatiques 

substitu6s monocycles ou bicycles et R repr&ente un groupe electroattracteur tel que 
CN, COOMe ou CONR1R2 ou un groupe insature tel qu*un groupe alcfene ou alcyne. 



p Am in 


in 

JUL 




AT2 


R 


All 


1 


p-naphtyle 


(para; / — \ 


C=N 


Gil 


1 


P-naphtyle 




C=N 


HIO 


0 


p-naphtyle 


0 


CONH2 


801 


1 


p-naphtyle 


(para) /=\ 


C=N 


803 


1 


P-naphtyle 


(para et ^ 
meta) ^— f 
CI 


C=N 


804 


1 


a-naphtyle 


(para) <^^~"^NH, 


C=N 


805 


1 


P-naphlyle 


0 


C=N 


806 


1 


p-naphtyle 


0 


COOCH3 


808 


1 


P-naphtyle 


0 


C=CH 
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807 


1 


p-naphtyle 




CONH2 


CVl-80 


1 


P-naphtyle 


(ortho) 

Br 


G=N 












CVl-81 


1 




o 


C=N 






Br 






CVl-84 


1 


I 

(meta) f J 


/~~\ 

iJ 


C=N 


CVl-85 


1 


(para) Br — 


a 


C=N 


CVl-93 


1 

J. 


|3-naphtyle 


(ViSTSL) Br U 


C=N 


CVl-97 


1 


(ortho et 1^ M 
meta) Cl-^'^Y'''''^ 

CI 


o 


COOEt 


CVl-122 


1 


(para) / — \ 




C=N 


CVl-123 


1 


(meta) \_/ 
CI 


Q 


C=N 


CVl-135 


1 


P-naphtyle 




C=N 



5 



Les compos6s H6 et H3 sont des intenn6diaires de synthase permettant 
robtention des composes de la famille I susmeiitiomi6e. 
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La famille n regroupe les composes F3, F7 et 809. 

Ces composes r^pondent k la fonnule generale suivante ; 



S^/N^^Aij (II) 



I 

dans laquelle An et Ar2 repr^sentent des groupes aromatiques, R repr6sente soit 
un atome d'hydrogfijne soit un groupe -CH2CN, et Ri est un atome d'hydrogdne ou un 
groupe CH2COO. 



Les composes F7 et F9 sont d€}i connus et sont d^crits dans Tailicle de Moutou et 
al. (1994). 

Par ailleurs, le compose G6 du tableau 1 est deja connu et d&rit dans la demande 
Internationale WO 02/24192. 

Modes de preparation des composes susmentionnes : 

I - Mode de preparation des composes de la famille I : 
A) Premiere 6tape : preparation des amines secondaires : 

A une solution de Taldehyde aromatique appropri6 (1 6q) dans le methanol, on 
ajoute Tamine primaire (1 eq)(voir tableau ci-aprds). Le milieu reactiomiel est chaufK a 
60°C pendant detix heures puis refroidi rapidement k 0°C. Op ajoute ensuite du NaBILj 
(2 eq) et on agite pendant quelques minutes puis on remet le milieu reactionnel k 
temperature ambiante pendant une heure. Apres evaporation de la solution, on extrait 
avec de TAcOEt en lavant avec de Teau puis avec une solution saturee en NaCl. On 
seche avec Na2S04, on filtre sur firitte et on evapore a sec. L' amine secondaire, ainsi 
isoiee, le plus generalement soxxs la forme d'une huile, est utilis6e telle quelle sans 
aucune purification, 

L'amine secondaire ainsi obtenue repond k la fonnule suivante : 

dans laquelle Ari et Arj sont tels que d^finis ci-dessus. 
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Un exemple de reaction correspondant k T^tape 1 (ici obtention du compost H3) 

est: 

CHO 




P-naphtaldehyde 
(commercial) 




4-aminoben:^lamine 
(commercial) 




Tableau r6capitulatif des produits de depart : 



Produit fimal obteitia 
k Tissue de TStape 2 


Aldehyde de depart 


Amine de depart 


H3 


P-naphtald6hyde 


4-aminobenzylamine 


All 


p-naphtaldehyde 


4-aminobenzyiamine 


Gil 


P-naphtald6hyde 


4-6thoxycarbonylbenzylamine 


H6 


p-naphtald6hyde 


4-chlrobenzylamine 


H4 


P-naphtaldehyde 


benzylamine 


HIO 


P-naphtaldehyde 


aniline 


801 


P-naphtald6hyde 


4-chlorobenzylamine 


803 


P -naphtald^hyde 


3 ,4-dichlorobenzylainine 


804 


a-naphtald6hyde 


4-aminobenzylamine 


805 


P-naphtald6hyde 


benzylamine 


806 


p-naphtald6hyde 


benzylamine 


808 


P-naphtaldehyde 


benzylamine 


807 


P-naphtaldehyde 


* benzylamine 


CVl-80 


P-naphtaldehyde 


2-bromobenzylamine 


CVl-81 


p-naphtald6hyde 


indol 3-metihylamine 


CVl-84 


3-bromobenzald6hyde 


benzylamine 


CVl-85 


4-bromobenzald6hyde 


benzylamine 


CVl-93 


P-naphtaldehyde 


4-bromobenzylamine 


CVl-97 


3 ,4-dichlorobenzald6hyde 


benzylamine 


CVl-122 


4-chkobenzaldehyde 


benzylamine 


CVl-123 


3 -chbrobenzaldehyde 


benzylanaine 
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B) Deuxidme etape : preparation des amines tertiaires : 

L'amine secondaire (1,1 6q) obtenue k T^tape pr6cedente est dissoute dans le 
dimethylformamide, et on ajoute de rhaIog6nure d'alkyle (chloroac^tonitrile, chlonire 
de propargyle, etc.)(voir plus loin). La solution est chauffee k reflux pendant 12 heures 
puis on la laisse revenir k temperature ambiante. On extrait ensuite avec de Tether (10 
fois plus en volume que le DMF) et on lave avec de Teau puis avec une solution saturee 
de NaCl. La phase organique est s6chee avec Na2S04 puis elle est evaporee a sec. Le 
brat est purifie par chromatographie sur gel de silice (AcOEt 1/Hex 9). Les 
chlorhydrates sont prepares par barbotage de HCl gazeux dans T AcOEt 

On obtient alors les composes sxismentioim6s, sous forme de chlorhydrate, de 
formule telle que definie ci-dessous : 

Arf^'^N'^Ar^ , HCl 



Plus precisement, cette deuxidme etape correspond au schema reactionnel 
suivant : 



T"" ^ -rt. jx 3> ATj^ N R 

Les amines secondaires sont done mises k reagir avec dififerents halogenures 
commerciaux. 

Pour les composes All, Gil, 801, 803, 804, 805, QVl-80, CVl-81, CVl-84, 
CVl-85, CVl-93, CVl-122, CVl-123 et CV1.135, on utilise du chloroacetonitrile^ 

Pour les composes 806 et CVl-97, on utilise du bromo ou du chloroacetate 
d'ethyle ou de methyle. 

Pour les composes H4, HIO et 807, on utilise du bromo ou du chloroacetamide. 

Pour le compose 808, on utilise du bromure ou du chlorure de propargyle. 
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Concemant le^mpos6 CV1-.135, il est obtenu selon un mode op^ratoiie 

particulier, tel que d6adt ci-aprds : 

On dissout dans rac^tonitrile le 4-bromobenzomtrile de foimule : — \ / — 
ainsi que le catalyseur PdCl2(PPh3)2, de I'ioduie de cuivre Cul, la base NEta et du 
ph6nylac6tyldne. Le milieu r^actionnel est chaufK pendant une nuit a 50-60°C. On 
evapore en fin de reaction et on purifie par chromatographie sur colonne de silice. 

Ce mode op6ratoire correspond au schema r^actionnel suivant : 

Pdci^CPPh,)^ 



10 1) NC 




-Br 




CuI,NEt3 
ACN, 60°C 



NC 





2) 



15 



NC 





H2 / Pd cat 
MeOH 




CVl-135 



20 



25 



n - Mode de preparation des composes' de la famille n : 

Le 5-ph6nyl 2-benzylaminothiazole est obtenu au depart du 5-ph6nyl-2- 
aminothiazole par condensation avec le benzald^hyde, suivie d'lme hydrogenation. Le 
compose obtenu et ensuite aUcyle par le chloroacetonitrile (voir mode op&atoire I). 

Le compose F3 est obtenu selon le schema reactiomiel s|iivant : 




CHO 





30 
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A une solution de 5-phenyl-2-aminobenzylthiazole (1 6q) dans le DMF refix>idi k 
0°C est ajout6 du NaH (1,3 6q). Le milieu r^actionnel est agit6 pendant 15 minutes puis 
le chloroac6tonitiile (1 eq) est ajoute gouttes a gouttes. L'agitation est poursxiivie k 
temperature ambiante pendant 8 heures, la solution est ensuite dilute par Teau. Apres 
extraction k Tac^tate d'^thyle, la phase organique est sechee sur sulfate de sodium 
anhydre et est 6vaporee. Le bmt r6actionnel est purifie par chromatographie sur gel de 
silice (AcOEt 1 / Hexane 2). 



10 On obtient done ainsi par exemple le compos6 809 : 

((5-ph6nyl-thiazbl-2-yl)-iV^benzyl)acaonitrile C18H15N3S (305,40 g.mol"^) 
soTis la forme d'une poudre beige, selon le schema r^actionnel suivant : 



15 




20 



F3 809 

RMN (CDCI3, 200 MHz) : 4,42 (s, 2H) ; 4,70 (s, 2H) ; 7,30-7,51 (m, IIH) 
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DESCRIPTION DlfeTATTTT J-TfeiF, nw, L^INVENTION 



Dans sa realisation pref6ree, le d6veloppement de Tinvention utilise I'ADNc 
codant pour la proteine fluorescente verte (Prasher et al., 1992) de la m6duse aequorea 
victoria, preferentiellement les mutants EYFP, EGFP et ECPF de cette proteine 
optimisee pour leur expression dans les organismes hdtes pr6feres, les cellules 
mammiferes. 

L'ADNc peut etre modifie pour coder pour un variant dans lequel un ou plusieurs 
acides amin6s sont substitu6s, ins6r6s ou d616tes afin de permettre sa fusion, en N ou en 
C-terminal avec le gdne codant pour un r6cepteur. 

Le rScepteur peut dtre choisi parmi : 

1) les r6cepteurs de neurotransmetteurs couples k des prot^ines G structurellement 
reli6s aux rScepteurs adr^nergiques et r6cepteurs metabotropiques du glutamate tels que 
pr6sent6s dans la liste actualis6es annuellement et 6dit6e dans les bases de donnSes 
GPCRdb (littp://www.gcrdb.uthscsa.edu ou littp://www.gpcr.org), ensembl 
(http://www.ensembl.org) entre autres. 

2) les recepteurs-canaux structurellement relies aux recepteurs nicotiniques, aux 
r6cepteurs de glutamate et axrx recepteurs de TATP, tels que pr6sentes dans la liste 
actualisees amuellement et ^ditee dans les bases de donnees 
GPCRdb (littp://www.gcrdb.uthscsa.edu ou http://www.gpcr.org), ensembl 
(http://www.ensembl.org) entre autres. 

3) les r6cepteurs nucleaires possedant un domaine d'interaction avec I'ADN 
structurellement reli6s au r6cepteur des steroMes (Mangelsdorf et al., 1995 ; Wurtz et 
al., 1996). J 

4) les r6cepteurs de la membrane plasmique k activity tyrosine kinase 
structurellement reli6s au rdcepteur de Tinsuline (Yarden, Y. and Ullrich, A., 1988). 

5) les r6cepteurs membranaires coupl6s aux proteines tyrosine kinases (STATs, 
TYK2, Jak) structurellement reli6s au recepteur de interferon y (Brisco et al., 1996 ; 
Ihle, 1995). 

Dans le cas ou la fusion est effectu6e entre la EGFP et un recepteur couple aux 
proteines G (groupe 1), la fusion peut dtre notamment effectuee : 

1) du cote N-temiinal du recepteur, et done du c6t6 C-terminal de la EGFP, 

2) du cot6 C-temainal du recepteur et done du c6t6 N-texminal de la EGFP, 
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3) dans la sequence du recepteur, en particulier dans la premidre ou la troisi^e 
boucle intracellulaire, eventuellement en introduisant une ou plusieurs copies d^iine 
sequence espaceur, notamment -GGGGS-. 

Dans le cas oi la fusion est effectuee entre la EGFP et un recepteur-canal (groupe 
2), la fusion pent etre notamment effectuee : 

1) dans la region homologue k la "region immunogenique majeure" de la sous- 
unitS a du r6cepteur nicotinique de Torpille (r6sidus 67-76), 6ventuellement en 
introduisant une ou plusieurs copies d'une sequence espaceur, notamment -GGGGS-. 

Dans le cas ou la fusion est effectu6e entre la EGFP et un r6cepteur nuclSaire 
(groupe 3), la fiision pent Stre notamment effectu6e : 

1) du cot6 N-tenninal du r6cepteur, et done du c6t6 C-terminal de la EGFP, 

2) du cot6 N-tenninal du r6cepteur, tronqu6 dans sa partie N-terminale en amont 
du domaine de liaison k I'ADN, et done du c6t6 C-terminal de la EGFP. 

Dans le cas ot la ftision est effectuee entre la EGFP et un recepteur soit k activity 
tyrosine kinase, soit couple a une tyrosine kinase (groupes 4 et 5), la fusion pent etre 
notamment effectuee : 

1) du cot6 N-tenninal du recepteur, et done du cot6 C-terminal de la EGFP. 

Tout gene codant pour une prot6ine fluorescente, notamment la GFP, couplee a un 
recepteur, et derivant d'organismes exprimant la GFP ou des proteines similaires 
pourrait Stre utilise dans cette invention. 

Les sequences d'ADN codant pour la GFP et les prot6ines cibles, notamment des 
r^epteurs, peuvent Stre d'origine g6nomique ou 8tre des ADNc, et peuvent etre obtenus 
k partir de I'ADN de n'importe quelle esp^ce aimnale ou v6g6tale, eucaryote ou 
procaryote, par exemple en prdparant des banques genomiqu^s ou des banques d'ADNc 
et en criblant ces banques pour identifier les sequences codantes par hybridation avec 
des sondes oligonucl6otidiques par les techniques standard (Current Protocols in 
Molecular Biology, op. cit.). 

Les constructions d'ADN codant pour la GFP et les proteines cibles peuvent aussi 
etre obtenues par synthase totale par les m^thodes standards, notamment la m^thode des 
phosphoramidites (Beaucage and Caruthers, 1981) et Pemploi d'appareils de synthese 
d'ADN automatises, les polynucleotides obtenus 6tant ensuite purifies, ligues et clones 
dans les vecteurs ^propri6s. Pour la plupart des applications, les g^nes codant pour la 
GFP et les prot6ines cibles seront Br6f6rentiellement obtenus par criblage de banques. 
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tandis que les bras espaceurs ainsi que les oligonucleotides requis pour la mutagen^se 
seront pr6ferentiellement obtenus par synthese. 

Les constructions d'ADN pourront etre de nature mixte, synthetique et genomique, 
par ligation de fragments synthetiques avec des element d'ADN genomique, selon des 
procedures standard (Current Protocols in Molecular Biology, op.cit.). 

Les constructions d'ADN peuvent aussi Stre obtenues par PGR ("polymerase chain 
reaction") en employant des amorces sp6cifiques, comme par exemple d6crit dans PGR 
protocol 1990, Academic press, San Diego, California, USA. 

Enfin, les constructions d'ADN peuvent ©tre modifi6es par d'autres m6thodes 
incluant par exemple des r6actions chimiques, de la mutagenfese al6atoire ou dirigee, par 
insertion, d616tion ou substitution de nucl6otides, ces modifications pouvant alt6rer des 
propri6t6s de Ihme ou I'autre proteine, notamment, la GFP et les prot6ines cibles. 

Les constructions d'ADN peuvent Stre ins6r6es dans un vecteur recombinant. Ce 
vecteur pent etre n'importe quel vecteur approprie pour les procedures employees avec 
des vecteurs recombinants. Le choix du vecteur sera souvent effectue en fonction de la 
cellule bote dans laquelle la construction d'ADN voudra Stre introduite. Le vecteur 
pourra ainsi etre un vecteur capable de se repliquer de maniere autonome, c'est-a-dire 
extrachromosomal, et independante de la replication chromosomale, par exemple un 
plasmide. Altemativement, le vecteur pourra etre 61abore de maniere k integrer tout ou 
partie de TADN qu'il contient dans le g6nome de la cellule bote, et se repliquera en 
m§me temps que le(s) cliromosome(s) dans lequel il sera int6gre. 

Le vecteur est pr6f6rentiellement un vecteur d'expression dans lequel la GFP 
fusionn6e au rdcepteur ou la GFP fusionn6e au ligand est sous le contrdle d'autres 
segments d'ADN requis pour la transcription. En g6n&:al, le yecteur d'expression d6rive 
d'ADN plasmidique ou viral ou pent contenir des 616ments de Tun et de Tautre. 

Le terme "sous le contrSle" indique que les segments d'ADN sont disposes sur le 
vecteur de maniere a fonctionner de concert pour s^rvir I'objectif voulu, par exraiple, la 
transcription est initiee dans le promoteur et se poursuit tout au long de la s6quence 
codant pour le recepteur fusionne a la GFP ou le ligand fusionn6 a la GFP. 

Le promoteur pent etre n'importe quelle sequence d'ADN susceptible de 
promouvoir une activity transcriptionnelle dans la cellule hote choisie et pent 6tre derive 
de gdne homologues ou h6terologues a la cellule hdte. 

Des exemples de promoteurs convenant pour I'expression du r6cepteur fusionne 
avec le GFP ou du ligand fusionn6 avec la GFP dans des cellules mammiftres sont le 
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promoteur du virus simien SV40 (Subramani et al., 1981), le promoteur du virus du 
sarcome de Rous (RSV), le promoteur du cytomegalovirus (CMV) ou le promoteur 
tardif majeur de Tadenovirus (AdMLP). 

Exemples de promoteurs pour cellules d^insectes : 

Promoteur de la polyh6driiie G^S 4,745,051 ; Vasuvedan et al., 1992) le 
promoteur PIO (Vlack et al., 1988), le promoteur du gene precoce 1 du baculovirus (US 
5,155,037; US 5,162,222). 

Exemples de promoteurs pour levures : 

Promoteurs des g&nes de la glycolyse (Hitzeman et al., 1980 ; Alber et Kawasaki, 
1982), des gfenes des alcool deshydrog6nases (Young et al., 1982). 

Exemples de promoteurs pour bactdries : 

Des exemples de promoteurs pour I'expression dans la bacterie peuvent Stre des 
promoteurs constitutifs comme le promoteur de la polymerase T7, ou des promoteurs 
inductibles comme par exemple le promoteur pL du phage lambda (Current Protocols in 
Molecular Biology, op.cit.). 

Exemples de promoteurs pom: champignons filamenteux : 

Les promoteurs utilisables sont par exemple le promoteur ADH3 (McKnight et 
al., 1985) ou le promoteur tpiA. D'autres promoteurs utiles peuvent etre d6riv6s des 
gfenes codant pour Taspartate proteinase de Rhizomucor mieheU Talpha-amylase neutre 
de Aspergillus niger^ de Tacdtamidase de Aspergillus nidulan^, de la TAKA amylase de 
Aspergillus oryzae ou le promoteur de la glucoamylase de Aspergillus awamori. 

Le vecteur pourra par ailleurs contenir : 

- des sequences de polyadenylation, comme par exemple celles de SV40 ou de la 
region Elb 5 de ^adenovirus, 

- des sequences activattices (enhancer) de la transcription (I'activateur de SV40), 

- des sequences de replication comme par exemple les sequences de replication 
de SV40 ou du virus Epstein Barr, pour les cellules mammifferes ou Torigine et les genes 
de replication REP 1-3 du plasmide 2 ^, pour les levures, 

- des marqueurs de selection, k savoir des gfenes conferant une resistance a un 
antibiotique (n6omycine, z6ocine, hygromycine, ampicilline, kanamycine, tetracycline. 
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chloramph6mcoL.,) ou pennettant la compensation d'un d6faut (gfene codant pour la 
dihydrofolate reductase pennettant la r6sistance au m6thotrexate, ou gfene TPI de S. 
pombe d6crit par R\xssell (1985). 

La cellule hote peut etre n'importe quelle cellule capable d'exprimer la 
construction d'ADN inser6e dans im vecteur appropri6. 

Les cellules peuvent etre notamment des bact6ries, des levures, des champignons 
et des cellules eucaryotes sup6rieures comme par exemple des cellules mammiferes. 

Des exemples de cellules bact6riennes capables d'exprimer les constructions 
d ADN sont : 

— des bacteries gram-positives telles que les souches de Bacillus comme B. 
subtilis, B. licheniformis, B. lentus, B. brevis, B, strearothermophilus, A thurigiensis ou 
des souches de Streptomyces comme S. lividans, S murinus, 

- des bact6ries gram-n6gatives telles Escherichia coli. 

La transformation des bacteries peut 6tre effectuee par transformation 
protoplastique ou par transformation de bact6ries comp6tentes (Current Protocols in 
Molecular Biology, op.cit). 



Exemples de cellxiles eucaryotes : 

Lignees cellulaires HEK 293, HeLa, cultures primaires, cellules COS (par 
exemple ATCC CRL 1650), BHK (par exemple ATCC CRL 1632) CHO (par exemple 
ATCC CCL61). 

Les methodes d'introduction de TADN dans ces cellules (transfection, lipofection, 
61ectroporation etc.) sont d6crites dans Current Protocols in Molecular Biology, op.cit. 

f 

Exemples de cellules de levures : 
Saccharomyces, S. cerevisiae, S. kluyveri, 
Kluiveromyces, K, lactis, 
Hansenula, K polymorpha, 
Pichia, P. pastoris, 

transformees par introduction dADN het6rologue selon les protocoles decrits dans 
Current Protocols in Molecular Biology, op.cit. 

Les cellules transform6es sont selectionnees par un ph6notype determine par un 
marqueur de resistance, g6n6ralement k une drogue, ou par leur capacite k proliferer en 
Tabsence dun nutriment pardcuUer. 



wo 03/107004 (^^^ PCT/FR03/01817 

ExCTiples de champignons filamenteux : 

Les souches Aspergillus (A. oryzae, A. nidulans^ A. niger\ Neurospora^ Fusarium, 
Trichoderma. Uutilisation de Aspergillus pour Texpression de proteines est d6crite dans 
EP 272 277 ou EP 230 023 ou EP 184 438. 

Exemples de cellules d'insectes : 

On pent citer les lign6es de Lepidoptera e.g. Spodoptera frugiperda (Sf9) ou 
Trichoplusia ni (Tni). Les n3i6thodes de transformation (infection en particulier) sont 
d6crites dans Current Protocols in Molecular Biology (op.cit.). 

LES LIGANBS 

Les ligands interagissant avec le r6cepteur peuvent Stre de n'importe quelle 
engine (naturelle, synthetique, semi-synthetique, recombinante), et de n'importe quelle 
structure (chimique, peptidique, proteique), lis peuvent Stre naturellement fluorescents 
(ou porteurs d*un chromophore) ou peuvent necessiter soit une r6action clmnique 
permettant le greffage d'un groupe fluorescent (ou d'un pr6curseur de groupe 
fluorescent) ou d'un chromophore, soit une construction d'ADN conduisant k la fusion 
du ligand avec la GFP et permettant Texpression du Ugand ainsi rendu fluorescent. 

Des exemples de reactions chimiques sont : 

- couplage d'amineR ou de thiols avec des r6actifs de type halog6nure d'aliyle, 
halog6nures d'aryles, halog6nures d'acyles, halog6nures d'acides, le groupe 
isothiocyanate, le groupe mal6imide, les 6poxydes, dans jun solvant organique en 
pr6sence dhme base ou en milieu aqueux, 

•- couplage d'acides avec des amines activ6es par des groupes tels que les 
succininddes. 



Selon le precede de invention, la fluorescence des cellules transform6es pent etre 
mesuree dans un spectrofluorimetre k Taide duquel les proprietes spectrales des cellules, 
en suspension ou adherentes, peuvent etre determin6es par Tacqviisition de leurs spectres 
dexcitation et demission. Les interactions avec le ligand fluorescent sont ensuite 
d6tect6es par les changements des spectres d'excitation et/ou d'6mission du donnexir et 
de I'accepteur d'6nergie, et les ligands sont d6finis comme pharmacologiquement 
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significatifs si leurs interactions avec le r6cepteur sont inhibees par Taddition d'un exc6s 
de ligand non fluorescent empechant Tinteraction entre le recepteur fluorescent et le 
ligand fluorescent. 



LrES MESURES DE LIAISON 

Les mesures des cin6tiques d' association et/ou de dissociation sont effectu6es par 
tous les moyens permettant d'enregistrer la formation ou la dissociation du complexe 
entre le ligand marqu6 et le r6cepteur marqu6» de mani^ continue ou discontinue, de 
telle sorte que Ton parvient k determiner les paramdtres cin6tiques de I'association ^t de . 
la dissociation, a savoir la (les) constantes de vitesse(s), ainsi que la ou les amplitudes 
relatives associees k chaque 6tape cin6tique d'association et/ou de dissociation. 

Dans sa realisation pr6f(Sr6e, les cin6tiques dont les constantes de vitesse 
apparente sont superieures ^0,1 s"^ seront enregistrees k Taide d'un appareil de m61ange 
rapide coimecte a un dispositif d' excitation et de detection de fluorescence (figure 1). 
Les echantillons a melanger seront disposes dans des seringues (ou autres conteneurs) 
de melange, puis melanges rapidement. Dans ce contexte, "rapidement" veut dire que le 
contenu des seringues est propulse avec un d6bit superieur ou egal k 4 ml/sec pour une 
chambre d'observation de 100 jil, ainsi que d6crit par exemple dans Palanche et al. 
(2001). 

Dans le cas ou les constantes de vitesse apparentes sont inf&ieures 4 0,1 s'^ 
Tutilisation d'un appareil de melange r^ide n'est pas indispensable. On pourra dans ce 
cas enregistrer les variations de fluorescence du doimeur et/ou de Taccepteur dans un 
spectrofluorimStre standard pourvu d'un dispositif d'^gitation magn6tique de 
rfchantillon, d'une regulation de temperature et d'une fonction d'emregistrement en 
temps. Les 6chantillons sont alors dispos6s dans une cuvette munie d'un agitateur et le 
melange sera obtenu par addition manuelle des composants ou solutions d6sires. Les 
echantillons contenant le r6cepteur peuvent etre soit des cellules, soit des firagments de 
cellules, ns seront pref6rentiellement disposes en premier dans la cuvette et les agents 
modulateurs ainsi que le ligand marque seront ajoutes k cette solution. L'effet de ces 
ajouts pouira ainsi etre enregistre et toute variation de fluorescence pourra etre 
caracterisee au plan physique et pharmacologique pour determiner si elles reinvent ou 
non du processus de transfer! d'energie et repondent ou non aux crit^res de la specificit6 
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pharmacologique rechCTchde. Dans sa realisation pr6fer6e, une mesure de dissociation 
est obtenue par addition d'un exces de ligand competitif. Ceci peut etre obtenu : 

- par addition d'un volume faible (< 5% du volume final) d'une solution 
concentr6e de ligand comp6titif (environ 500-1000 fois son K<i dans la solution finale, le 
K<i coirespondant a la concentration conduisant k 50% d'occupation des sites) dans une 
cuvette contenant un m61ange de ligand fluorescent, de r6cepteur fluorescent et 
6ventuellement d'efifecteur allostSrique, ou 

- par melange rapide du contenu d'une seringue contenant le ligand fluorescent, 
le r6cepteur fluorescent et 6ventuellement Teffecteur allost6rique avec celui d'une 
seringue contenant le ligand comp6titif k la concentration d6sir6e ainsi que reffecteiu: 
allost6rique k xme concentration 6gale k celle de Tautre s^ingue (pour un melange 
volume k volume) afin d*6viter de le diluer au cours de TopSration de melange. 

Dans la realisation pr6f6r6e du proc6d6, les mesures d'association sont effectu6es 
par melange du ligand fluorescent avec des cellules, membranes ou extraits, contenant 
le r6cepteur fluorescent avec le ligand fluorescent, en suivant la variation de 
fluorescence due au transfert d'energie. L'effet de Teffecteur peut 6tre etudi6 apres 
melange pr6alable avec le recepteur ou dans xm protocole de melange simultane avec le 
ligand fluorescent. Le melange peut etre effectu6 au moyen d'un appareil de m61ange 
r^ide ou au moyen d'un melange manuel dans une cuvette de spectrofluorimdtre. 



LES MESUMES DE KfePONSE 



Etant doim6 la diversity des recepteurs et le nombre variable des etats 
conformatioimels qu'ils peuvent adopter, c'est la mesure de 1^ modulation des rq)onses 
qui pennet de d6finir le caractfere positif ou negatif de I'effecteur allosterique. 

On rappelle que dans ce contexte, le caract^re positif ou n6gatif d'un effecteur 
allosterique est defini par sa capacite a potentialiser (effecteur positif) ou k deprimer 
(effecteur negatif) une r6ponse physiologique propre au recepteur etudie. L' effecteur 
allosterique positif sera consider6 comme tel, quel que soit son effet (acceleration ou 
ralentissement) sur la ciaetique d' association et/ou de dissociation du ligand fluorescent 
marqueiu:, que ce dernier soit agoniste ou antagoniste. 

Les diffSrents tests utilises pour mesurer les r6ponses ont 6t6 donnes plus haut. 

Tons les paramdtres d'une r6ponse peuvent Stre affect6s par un effecteur 
allosterique positif. Ces paramdtres incluent entre autres, la vitesse d'6tablissement de la 
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rdponse, son amplitude, sa diir6e, sa frequence, sa sensibilite a Tagoniste et le niveau de 
base de la repouse. 

Dans sa realisation preferee, le proc6de est destine k r6tude des r^cepteurs 
couples aux proteines G. Pour ces recepteurs, les reponses pouvant faire Tobjet d'une 
6tude sent variees car ils sont couples k de multiples voies de transduction de signal. On 
pent citer par exemple la liaison de GTP a la proteine G, la production d'AMPc, 
d'inositols phosphates, d'acide arachidonique, la phosphorylation de proteines, la 
lib6ration de calcixmi intracellulaire, la modification de pH cellulaire, la modification de 
la Vitesse de proliferation cellulaire, Talt^ration de la morphologic cellulaire, la 
polym6risation d'actme, ou encore la r6gulation de canaux ioniques ou celle de 
I'expression de g^es. 

Chacime de ces reponses peut 8tre enregistr6e et les efiTets de Teffecteur peuvent 
etre d6termin6s. 

Dans les cas les plus repaudus, on se focalisera en premier sur les r6ponses 
calciques et la production d'AMPc. 

Pour les r6ponses calciques, on pouxra employer une sonde optique sensible au 
calcium ou un enregistrement 61ectrophysiologique de la regulation des courants. 
L'utilisation d'une sonde calcique permet de determiner le delai d'etablissement de la 
r^onse, la dur6e de la r6ponse, son intensite ou sa sensibiUte I'agoniste. 
L*emegistrement 61ectrophysiologique pennet en outre T analyse de la fi:6quence 
d'ouverture de canaux (Midle et al., 1992). Un effecteur allost6rique positif pourra 
diminuer le d61ai d'6tablissement de la rSponse et augmenter les autres param6tres 
(amplitude, dur6e, sensibility ..,)- L'effecteur allost6rique n6gatif aura des effets 
contraires. 
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DESCRIPTION PES FIGURES 

La figure 1 montre le scMma d'un appareil de melange rapide permettant 
d'effectuer les mesures de cin6tique rapide. L' appareil est constitu6 de deux seringues, 
d'une chambre de melange et d'une chambre d^observation. L*avanc6e des pistons des 
seringues permet le melange du contenu des seringues au niveau de la chambre de 
m61ange. Apr6s im temps mort, le melange aboutit dans la chambre d'observation 
munie d'un dispositif d*excitation et de d6tection de la fluorescence. L'arr6t de la 
pouss6e des pistons, ou I'arrivee en but6e de la seringue d'arrSt, stoppe r6tape de 
melange au tenne de laqueUe on emregistre revolution du melange. 

La figure 2 (emprunt6e k Monod, Wyman et Changeux, 1965) repr6sente un 
schema de prot6ine regulatrice existant dans deux 6tats conformationnels ou deux 6tats 
d'oUgomorisation. Dans ce modele, la proteine pent exister dans plusieurs 6tats discrets, 
en nombre fini, qui correspondent a des etats thermodynamiquement stables qui 
different entre eux par leur structure tertiaire et quatemaire. L'interconversion entre 
chaque etat pent s'operer spontanement et est d6crite par le parametre d^isomerisation. 

Les conformations different par leurs proprietes pharmacologiques. Ainsi, les 
ligands stabilisent les conformations pour lesquelles ils exhibent Taffinite la plus elevee. 
Les conformations diflSrent par leurs propri6tes fonctionnelles. Ainsi les agonistes 
stabilisent pref6rentiellement r6tat actif, tandis que les antagonistes stabilisent 
pref6rentiellement r6tat inactif. 

Dans ce sch6ma, I'etat relach6 correspond k V6tat conformationnel "actif* de la 
prot6ine. Cette conformation pent lier avec une haute affinity les agonistes (A) si c*est 
un r6cepteur ou les substrats (S) si c'est une enzyme. Les etats contraint et/ou 
monomere sont moins (ou pas) actifs en comparaison k T^tat reiache, qui est le plus 
actif. L'etat contraint he avec une haute affinite les inhibiteurs ou antagonistes. L'6tat 
monomerique he avec une affinity moderee les agonistes ou les substrats. 

Les figures 3A et 3B presentent un schema quantifie des relations entre les etats 
conformationnels et les interactions avec les Ugands. 

Dans la figure 3A, la proteine existe dans deux conformations correspondant a un 
6tat de repos (non actif au plan biologique) et un etat actif L'isomerisation spontanee 
entre les 6tats R et A est d6crite par la constante d'isom6risation Lo 6gale au rapport des 
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Goncentrations relatives de chaque 6tat (Lo = [R]/[A]). Les ligands de la prot6ine se lient 
k Tetat R avec une constante de dissociation 6gale ^ Kr et ^ Tetat A avec une constante 
de dissociation 6gale a Ka. Le rapport c = Ka/Kr d^crit le rapport d'affinit6 pour un 
ligand donne entre les conformations. Pour c est inferieur a 1, le ligand est agoniste (il 
augmente la concentration fractionnelle de A). Si c est inf6rieur ou 6gal ^ 1, le ligand est 
antagoniste (il augmente la concentration fractionnelle de R). L'equilibre entre les 
conformations R et A li6es au ligand (RF <r> AF) est d6crit par le produit de Lo par c. 

En pr6sence d'un effecteur allost^rique (voir figure 3B), la constante 
d'isom6risation Lo est alter^e en Lo' selon Lo' = L[(l+pd) / oi p (homologue de 

c) d6crit le rapport d'affinite de Tefifecteur pour les deux conformations (p = Ka/Kr) et 
d est la concentration d'effecteur normalis6e par rapport a Taffinite pour r6tat A (d = 
[effecteur]/ Ka). Les efifecteurs dont p>l sont inhibiteurs, ceux dont P<1 sont 
potentialisateurs. 

La figure 4 repr6sente un enregistrement en temps reel de la cinetique 
d'association (A) et de dissociation (B) de NKA-Bo (NKA marqu6e par Bodipy) au 
r6cepteur EGFP-NK2R (NIC2R marqu6 par la GFP). L*enregistrement de la cinetique 
d*association est efifectu6 aprfes m61ange r^ide de ceUules HEK 293 exprimant le 
r6cepteur EGEP-1SIK2R. La cin6tique de dissociation est enregistree apr^s m61ange 
manuel des cellules exprimant le r6cepteur avec la NElA-bo (pr6-incubation de 15 
minutes, 100 nanomolaires) puis avec Tantagoniste comp6titif SR 4896 (10 jiM final). 

L'axe des abscisses represente le temps en secondes et I'axe des ordonn6es 
repr6sente la fluorescence (unit6s arbitraires) k 510 mn. Les valeurs Xn et Kn 
correspondent respectivement aux amplitudes et aux constantes de vitesses d6termin6es 
par un ajustement aux moindres carr6s a deux exponentielles. 

Les figures SA, SB, 5C et 5D indiquent la procedure d'identification d'un ligand 
interagissant de maniere competitive avec le ligand fluorescent sur un site r6cepteur. 

Le complexe form6 entre le r6cepteur EGFP-NK2R et la NKA-Bo est renvers6 par 
des concentrations croissantes de la mol6cule G6 (voir tableau 1) puis par la NKA non 
fluorescente. 

La figure SA indique qu*une partie du complexe r6cqpteur-ligand est renvers6 
lors de chaque ajout de molecule G6 (10 ou 20 pM), ainsi que lors de Taddition d'une 
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eoncentration saturante de NKA (10 ^iM). Dans cette figure, Taxe des abscisses 
correspond au temps en secondes et Taxe des ordonnees a la fluorescence mesur6e k 
510 nm. 

La figure SB montre que la cinetique de dissociation de la NICA-Bo, detenninee 
apr6s addition d'une concentration saturante de NKA n'est pas modifi6e par la presence 
de la molecule G6. 

Les deux traces exp6rimentales sont ajustees k Taide de 2 exponentielles rapide 
(0,04 s"^) et lente (0,014 s'^) dont les amplitudes (66% pour la rapide et 33% pour la 
lente) ne sont pas affectees par la pr6sence de 50 junoles de mol6cule G6. 

Dans cette figure, I'axe des abscisses correspond au temps en secondes et I'axe 
des ordoim6es k la fluorescence mesuree ^510 nm. 

La figiire 5C r^r6sente une 6tude quantitative de la cin6tique de dissociation de 
NKA-Bo en presence d'un antagoniste competitif coimu, le SR 48968. La dissociation 
de NKA-Bo est enregistr6e en presence de 0,2 ; 1 et 5 nM de SR 48968. Dans les trois 
conditions exp6rimentales, la vitesse de dissociation pent Stre decrite comme une 
somme de deux exponentielles dont les vitesses sont 0.04 sec"^ et 0.008 sec'^ et dont les 
amplitudes relatives restent constantes aux differentes doses de SR 48968 (45% de 
dissociation rapide (0,04 s"^) et 55% de dissociation lente (0,008 s'^)). 

Dans cette figure, Taxe des abscisses correspond au temps en secondes et I'axe 
des ordonn6es k la fluorescence mesuree a 510 nm. 

La figure 5D repr6sente les valeurs des amplitudes de dissociation rapide (carres) 
et lente (triangles vers le haut) de NECA-Bo en pr6sence de SR 48968, ainsi que 
r amplitude totale de la liaison de NKA-Bo (triangles vers le bas). 

Dans cette figure, Taxe des abscisses correspond au logarithme de la 
concentration en SR 48968 et Taxe des ordonn6es k I'amplitude de la fluorescence 
normalisee; 

La partie superieure de la figure 5D represente le rapport de r amplitude de la 
dissociation lente (A2) par rapport a 1' amplitude totale de dissociation (A totale)(courbe 
avec les losanges). On note que ce rapport est constant. Dans ce graphique, I'axe des 
abscisses correspond au logarithme de la concentration en SR 48968 et Taxe des 
ordonn6es au pourcentage de 1' amplitude de la fluorescence. 



wo 03/107004 PCT/FR03/01817 

Les figures 6B et 6C indiquent la procedure d'identification d'un ligand 
interagissaat de maniere non competitive avec le ligand fluorescent sur un site 
r6cepteur. 

Dans la ISgure 6 A, on a represents la fluorescence mesuree ^510 nm en fonction 
du temps en secondes. 

Le complexe form6 entre le r6cepteur EGFP-NK2R et la NKA-Bo est renvers6 par 
des concentrations croissantes de la molecule Al 1 puis par la NKA non fluorescente. La 
figure 6A indique qu'une faible portion du complexe r6cepteur - ligand est renvers6 lors 
de chaque ajout de mol6cule All, tandis que la NKA (10 \JtM) renverse la majorit6 du 
complexe. La cinetique de la dissociation par NKA n'est pas de mSme forme que dans 
le controle. 

Dans la figure on a repr6sent6 la fluorescence mesur6e ^510 nm en fonction 
du temps en secondes. La figure 6B illustre la modification de cinStique de dissociation 
en pr6sence de molecule All. Les em:egistrements de dissociation de NKA-Bo de son 
recepteur EGFP-NK2R sont effectues en presence et en absence de Al 1. La dissociation 
est initiee par 1' ajout de NKA non fluorescente k une concentration de 20 finale. 
L'analyse de la cinetique de dissociation fait apparaStre deux relaxations 
monoexponentielles dont les constantes de vitesses (kl et k2) sont identiques en 
presence et en absence de Al 1 mais dont les amplitudes relatives changent de maniere a 
ce que la dissociation lente represente 59% du signal total dans le contrdle et 22% du 
signal total en presence de Al 1 . 

Dans la figure 6C, on a repr6sent6 T association de NKABo (20 nanomolaires) au 
r&epteur EGFP-NK2R, en fonction du temps en secondes. La figure 6C repr&ente des 
enregistrements de liaison (association) r6solue dans le temps de NKA-Bo k son 
r&epteur EGFP-NK2R, en absence et en presence de la molecule All. L' analyse de la 
cin6tique de liaison fait apparaltre deux relaxations monoexpouCTLtielles caract6risees 
par des constantes de vitesses (kl et k2) ne changeant pas en pr6sence de All, mais 
d' amplitudes variables selon que les cellules sont incubees ou non avec Al 1. 

Les figures 7 A a 71 iUustrent T analyse des effets de diverses molecules sur la 
dissociation de NKA-Bo liee a son recepteur fluorescent EGFP-NK2R, 

La figure 7A represente les enregistrements de dissociation de NKA-Bo en 
presence de concentrations variables (1, 10 et 50 pM) de la mol6cule 805 (voir tableau 
1). On a represents la fluorescence mesurSe i 5 10 nm en fonction du temps en secondes. 
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L' analyse quantitative de la cin6tique de dissociation est obtenue a Taide de deux 
exponentielles rapide (0.04 sec"^) et lente (0,008 sec"^) dont les amplitudes relatives 
(rapide/lente) varient de 30/70 a 80/20 quand la concentration de 805 augmente. 

Dans les figures 7B ^ 71, on a repr6sente le pourcentage d*amplitude de la 
dissociation rapide en fonction du logarithme de la concentration des composes test6s. 
Ces figures donnent les resultats de Tanalyse quantitative de la dissociation de NKA-Bo 
en pr6sence des mol6cules 805 (figure 7B), NP246 (figure 7C), All (figure 7D), HIO 
(figure 7E), Gil (figure 7F), F7 (figure 7G), F3 (figure 7H) et NP 234 (figure 71). La 
dissociation de NECA^-Bo a et6 determinee en pr6sence de chaque mol6cule aux 
concentrations indiqu6es sur Taxe des abscisses. L'effet d' augmentation de la vitesse de 
dissociation est represent^ par Taugmentation relative de Tamplitude (%^1) de la 
dissociation rapide. 

Les figures 8A et SB pr6sentent une quantification du deplacement de 
[^H]SR 48968, lie au r6cepteur EGFP-NB!:2R, par la NKA et la molecule 805. 

Dans ces figures, on a represente la liaison de 1 nanomolaire [^H]SR 48968 
(Amersham, Life Sciences) en fonction du logarithme de la concentration en NKA 
(figure 8A) ou en fonction de la concentration en molecule 805 (figure 8B). 

On note que la NKA (ligand competitif) renverse 100% de la liaison de 
[^H]SR 48968 tandis que 805 (ligand non competitif) ne renverse qu'environ 35% de la 
liaison deSR 48968. 



Les Figures PA, 9B et 9C pr6sentent les r6sultats de stimulation de production 
d'AMPc par la NKA dans des cellules HEK 293 exprimant lejr^cepteur EGFP-NK2R. 

La figure 9A repr6sente Teffet de la presence d'antagoniste comp6titif (H8565) et 
d'effecteur allosterique (805). Dans cette figure, on a represents Taccumulation 
d' AMPc intracellulaire (en pmoles/puits) en fonction du logarithme de la concentration 
en NKA. La courbe avec les carres noirs correspond au blanc ; la courbe avec les 
triangles noirs correspond a Tantagoniste H8565 a une concentration de 1 p.M ; la 
courbe avec les carr6s gris correspond au ligand 805 a une concentration de 10 \xM et la 
courbe avec les triangles gris correspond au ligand 805 k xme concentration de 50 ^M. 

L* accumulation d'AMPc intracellulaire est determin6e a differentes 
concentrations de NKA. L*antagoniste H8565 d6place la courbe concentration-r6ponse 
de NKA vers des valeurs plus 61ev6es sans a£fecter Tintensitd de la r6ponse maximale 
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(triangles noirs). Le ligand 805 (carres et triangles gris) dinainue Tintensite de la 
r^onse maximale sans affecter I'ECso (concentration efficace a 50%) de la NKA pour 
la r6ponse. 

La figure 9B represente la concentration efficace k 50% de la r6ponse maximale 
d'AMP cyclique a la NKA, Cette EC50 augmente en presence d'antagoniste competitif 
tandis qu'elle n'est pas modifiee de maniere significative en presence de 10 et 50 |xM de 
805. 

La figure 9C represente Tinhibition de la r6ponse maximale d'AMPc induite par 
la NKIA en pr6sence de concentration croissante de 805. L'abscisse repr6sente le 
logarithme de la concentration en 805 et TordonnSe la valenr maximale de la production 
d'AMP cyclique. La constante d'inhibition KI est de Tordre de 6 jiM. 

Les Figures lOA, lOB, IOC, lOB et lOE illustrent I'efFet de 805 sur les reponses 
calciques associee au recepteur EGFP-NK2R dans les cellules HEK 293. 

Dans les figures lOA, lOB et IOC, on a rqjresente la fluorescence de I'lNDO-l a 
400 imi en fonction du temps en secondes. 

Les reponses sont enregistr6es a Taide de la sonde fluorescente sensible au 
calcium INDO-1. Pour chaque concentration d'agoniste NKA (InM, 5 nM et 1 |iM) on 
mesure une reponse contrdle (cercle blanc) et une r6ponse en pr6sence de 50 jiiM de 805 
(cercle noir)(figures lOA, lOB et IOC). Dans tous les cas, on note une augmentation de 
la duree de la reponse calcique en presence de 805, sans effet significatif sur I'amplitude 
ou sur ia cin6tique de mise en place de la r6ponse. 

La figure lOB indique les variations de r^onses calciques obtenues pour une 
concentration d'agoniste fixe (5 nM de NKA) et des concentptions variables (10 et 50 
jxM) de 805. On a represent^ la concentration en calcium nonnalis6e en fonction du 
temps en secondes. La courbe avec les cercles blancs correspond k une mesure effectuee 
en presence de 5 nM de NKA et sans 805 ; la courbe avec les cercles noirs correspond k 
une mesure effectuee en pr6sence de 5 nM de NKA et de 10 jiM de 805 ; et la courbe 
avec les carres noirs correspond k une mesure effectuee en presence de 5 nM de NKA et 
de50nMde805. 

Dans tous les cas on note une augmentation de la duree de la reponse calcique en 
presence de 805. 
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La figure lOE pr6sente une quantification du temps de demi retour (temps requis 
pour que la concentration de calcium soit la moiti6 de sa valeur maximale) k la valeur 
initiate de la r6ponse calcique enregistree en pr6sence de 0, 10 et 50 \iM de 805. 

Les figures llA, IIB, IIC, IID, llE^ IIF et IIG illustrent I'effet de 805 sur la 
liaison de neurokinine tronquee fluorescente (NKA4-10 TR7) marqu6e avec le groupe 
fluoresceat Texas red et la rdponse calcique associ6e. 

Dans les figures 11 A k IID, les r6ponses calciques k 106 (figure 11 A), 50,3 
(figure UB), 26,5 (figure IIC) et 10,6 nM (figure UD) de NKA4-10 TR7 (NKA4-10 
marquee en position 7 par le Texas Red) .sont em:egistr6es en double, en absrace 
(courbes avec les cercles blancs) et en pr6sence de 20 jJiM de 805 (courbes avec les 
cercles noirs). On a represents la concentration en calcium normalis6e en fonction du 
temps en secondes. On note que 805 provoque une augmentation de Tamplitude de la 
reponse calcique, et une persistance du signal. 

Le figure HE repr6sente la relation entre I'amplitude de la reponse calcique et la 
concentration d'agoniste. On a represente I'amplitude du pic calcium normalise par 
rapport a la concentration de calcium extracellulaire, en fonction de la concentration en 
NECA4-10 TR7. La courbe avec les carres noirs correspond a la mesure temoin et (sans 
805) et la courbe avec les triangles correspond k la mesure effectuee en presence de 20 
|iM de 805. 

La figure IIF represente la dissociation de la liaison de NKA 4-10 TR7. L'axe 
des abscisses repr6sente le temps en secondes et I'axe des ordonnees represente la 
fluorescence. Le complexe foim6 entre le rScepteur EGFP-NK2R et la NKA4-10 TR7 
(106 nM) est renverse (a 10°C) par la NKA non fluorescentp (20 \iM) en absence et en 
presence de 10 nM de 805. L' analyse de la cin6tique de dissociation fait apparaltre deux 
relaxations monoexponentielles dont les constantes de vitesses (0,05 sec"^ et 0,013 sec"?) 
sont identiques en presence et en absence de 805, mais dont les amplitudes relatives 
changent de mani^re a ce que la dissociation lente represente 42% du signal total dans le 
contrdle et 12% du signal total en presence de 805. 

Dans la figure IIG, on a represente le pourcentage d' amplitude de la dissociation 
rapide de NKA 4-10 TR7 en fonction du logarithme de la concentration en 805. 
L'amplitude de la dissociation rapide de NKA 4-10 TR7 est mesur6e en presence de 
concentrations variables de 805. La dissociation rapide represente environ 40% de la 
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dissociation totale ea absence de 805 et jusqu'i 90% de Tamplitude de dissociation k 
100 \iM. L'affinite apparente pour la variation d'amplitude est de Tordre de 20 jiM. 

Les figures 12 A, 12B, 12C et 12D representent les r6ponses calciques evoquees 
par la substance P (ligand endogene) sur le r6cepteur NKl humain (figure 12A.et 12B) 
et par la neurokimne A sur le recepteur NK2 humain (figures 12C et 12D), en presence 
et en absence de 805. 

Dans les figures 12A et 12B, une suspension (1 x 10^ cellules/ml) de cellules 
HEK 293 exprimant le r6cepteur NKl humain sauvage, et chargees en indo-1 (3 p.M) 
est stimulee par 0,1 nM (figure 12A) ou 10 nM (figure 12B) de substance P (SP) en 
presence (cercles noirs) et en absence (cercles blancs) de molecules 805 (20 pM). 

Dans les figures 12C et 12D, une suspension (1 x 10^ celMes/ml) de cellules 
HEK 293 exprimant le recepteur NK2 humain sauvage, et chargees en indo-1 (3 pM) 
est sthnulee par 10 nM (figure 12C) ou 100 nM (figure 12D) de neurokimne A (NKA) 
en presence (cercles noirs) et en absence (cercles blancs) de molecules 805 (20 |iM). 

Dans tons les cas, on note que la molecule 805 provoque une augmentation de 
Tamplitude et de la dur6e de la r6ponse calcique evoqu6e par chaque agoniste. 
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EXEMPLES 



EXEMPLE 1 ; Mesure de la vitesse d' association et de dissociation de 
neuroldnine A marqu6e par le fluorophore bodipy au recepteur NK2 des 
tachykinines marqu£ avec le EGFP, par transfert d'6iiergie de fluorescence 

Association (Figure 4A) : les cellules HEK 293 exprimant le r6cepteur EGFP- 
NK2R (NK2R marqu6 avec la GFP) sent mises en suspension a une concentration de 
2 000 000 cellules/ml dans du tampon physiologique Hepes (en noM : 137,5 NaCl ; 1,25 
MgCl2 ; 1,25 CaCl2 ; 6 KCl ; 5,6 glucose ; 10 Hepes ; 0,4 NaHzPOA ; 1% BSA (w/v) ; 
pH 7,4) et disposees dans Tun des r6servoirs de Tappareil de melange rapide. Une 
solution de NKA-BO (neuroldnine A marqu6e avec le Bodipy)(200 nM) dans le mSme 
tampon est dispos6e dans Tautre r&ervoir de I'appareil de m61ange rapide. La chambre 
d'observation est disposee dans un spectrofluorimetre SPEX fluorolog 3. La 
temperature des seringues reservoir ainsi que de la chambre de melange et 
d'observation est fix6e a 21°C. La longueur d'onde d'excitation de la chambre 
d'observation est fixee k 470 imi, et la longueur d'onde d' emission de fluorescence est 
fixee a 510 nm. La frequence d*echantillonnage des points experimentaux est fixee a 50 
Hz (1 point toutes les 20 msec). Le contenu des r6servoirs est propuls6 vers la chambre 
de m61ange et d'observation k Taide d'un dispositif pneumatique permettant un d6bit de 
4 ml/sec et Tfevolution du melange est enregistree en continu k partir du moment d'arret 
de la poussee des pistons des reservoirs. La r6action d'association de NKA-Bo avec le 
rteepteur EGFP-NK2R est d6tect6e sous la forme d'une diminution de Tintensit^ de 
fluorescence de la GFP porte par le recepteur NK2R. La tra<^ e3q>6rimentale est ajust6e 
par une courbe multiexponentielle de type y-M exp (-klapp x T) + exp (-k2app x T) 
+ "droite", ou Xi et X2 sont les amplitudes des relaxations rapide et lente, klapp et k2app 
sont les constantes de vitesse apparente d' association rapide et lente, T est le temps et 
"droite" est une correction mathematique de la derive du signal. Les valeurs de %u ^2> 
klapp, k2app pour une concentration de NKA-BO finale de 100 nM sont respectivement 
67% ; 32% ; 0,6 sec"^ et 0,03 sec"^ Le coefficient de correlation de Tajustement de la 
. courbe exp6rimentale est R = 0,989. 
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Dissociation (figure 4B) : Les cellules HEK 293 exprimant le recepteur EGFP- 
NBC2R sont mises en suspension a une concentration de 1 000 000 cellules/ml dans du 
tampon physiologique Hepes (en mM : 137,5 NaCl ; 1,25 MgCla ; 1,25 CaC12 ; 6 KCl ; 
5,6 glucose ; 10 Hepes ; 0,4 NaH2P04 ; 1% BSA (w/v) ; pH 7,4) et disposees dans une 
cuvette de 1 ml munie d'xm barreau d'agitation magnetique sur le porte cuve d'un 
spectrofluorimfetre SPEX fluorolog 3. On y ajoute 20 nM (concentration finale) de 
NKA-Bo et on laisse I'association atteindre TSquilibre pendant 10 minutes. La mesure 
de la cin6tique de dissociation de NKA-Bo est initiSe par I'ajout manuel de 10 ^iM 
(concentration finale) de I'antagoniste comp6titif SR 48968 et enregistr6e a 510 nm 
(excitation : 470 nm) k raison de 1 point toutes les 100 msec. L'ajustement de la courbe 
exp6rimentale est obtenu k I'aide d'une somme de deux exponentielles ayant pour 
constantes de vitesse ki = 0,052 sec'^ et k2 = 0,011 sec'^ et pour amplitudes Xi == 40% et 
X2 = 58%, respectivement. 

EXEMPLE 2 : Identification de la molecule G6 se comportant comme un 
ligand comp^titif, par transfest d'energie de IDluorescence entre la NKA-Bo et le 
rigceptenr EGFP-NK2IL 

10^ cellules HEK 293 exprimant le r6cepteur EGFP-1SIKR2 sont incub6es, dans un 
millilitre de tampon Hepes, avec 20 nm de NKA-Bo pendant 15 minutes. Le'^mdlange 
est ensuite plac6 dans une cuvette de spectrofluorim6trie et la r6version de Tinteraction 
entre EGFP-NK2R et NKA-Bo est 6valu6e apr^ addition de molecule G6 (voir tableau 
1) en concentration croissante (Figure 5A). La quantification de la firaction de complexe 
renvers6 est ^suite effectu6e apr^s addition d'lme quantit6 saturante de NKA (10 |j.M) 
qid donne accds k la valeur de 100% de reversion de la liaison. 

La comparaison de la cinetique de dissociation de NKA-Bo par la NKA, en 
presence et en absence de molecule G6 (50 [iM), montre que la molecule G6 n'alt^re 
pas la Vitesse de dissociation de NKA-Bo (figure 5B). Les deux courbes experimentales 
sont correctement ajustees a Taide de deux exponentielles avec une constante de vitesse 
rapide ki = 0,04sec"^ et une constante de vitesse lente k2 = 0,01 sec"\ 



L' experience contrdle pr6sent6e en figure 5C indique qu'une mol6cule coimue, 
competitive pour Tinteraction de la NKA-Bo avec son site, le SR48968, provoque une 
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dissociation de NKA-Bo avec une cin6tique identique k ceUe qui est enregistree lorsque 
la NKA-Bo est d6plac6e par le NKA. Aux differentes concentrations testees de SR 
48968. on note que la dissociation de NKA-Bo se fait selon un processus biphasique 
incluant une 6tape de dissociation rapide (k, = 0.04 sec') et lenle (k^ = 0.008 sec"'). 
L'ampUtude relative de chaque etape reste constante pour chaque concentration de SR 
48968, ainsi qu'en attestent les rapports d'ampUtudes rapide/lent voisins de 45/55. 

L'analyse quantitative de la dissociation de NKA-Bo en presence d'une gannne 
de concentrations croissantes de SR 48968 r6v61e que pour chaque conc^xtration de SR 
48968. la dissociation se produit non seulement selon un processus biphasique avec 
deux constantes de vitesses (voir figure 5C) mais en outre que le report d'ampUtude de 
la dissociation rapide et de la dissociation lente reste constant (figure 5D). La 
dissociation lente repr6sente toujours environ 43o/o du signal "dissociation rapide + 
dissociation lente". 



EXEMFLE 3 : MentiiEication d'une nnoMcMe se coMportant conune un 
efffectenr aMost^riqine dm r^cepteur NK2 des tachykinines 

10^ cellules HEK 293 exprimant le recepteur BGFP-NKR2 sont incub6es, dans un 
milliUtre de tampon Hepes. avec 20 nM de NKA-Bo pendant 15 minutes. Le melange 
est ensuite place dans une cuvette de spectrofluorim6trie et la r6version de I'interaction 
entre EGFP.NK2R et NKA-Bo est 6valu6e apr^ addition de molecule All en 
concentration croissante (Figure 6A). L'estimation de la fraction de complexe renvers6 
est ensuite mesui^e apr^ addition d'une quantit6 saturante dq NKA (10 f^M). On voit 
que la molecule Al 1 ne d^lace qu'une faible fraction (29o/o) de la NKA-Bo liee a son 
site. Par contre. on constate que lors de la dissociation de NKA-Bo par la NKA non 
fluorescente. la presence de All a pour efifet d'acc616rer la vitesse de dissociation de 
NKA-Bo. Ce ph6nom6ne est illustre sur la figure 6B oii la cinetique de dissociation de 
NKA-BO par la NKA est mesuree en presence et en absence de molecule All. Les 
deux cinetiques de dissociation sont mieux d^crites par une somme de deux relaxations 
exponentieUes dont les vitesses sont respectivement k, = 0.052 sec^ pour I'^tape rapide 
et k2 = 0.01 1 sec' pour l'6tape lente. Compte tenu de la vitesse d'association de NKA- 
Bo k son recepteur (ko„ = 5 x 10^ M" sec-) on d6duit que la NKA-Bo se he k deux 
populations de sites dont les constantes de dissociation (Kd= Kt^ sont 
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respectivement 10 nM (dissociation rapide - 0,011 s"*) et 2 nM (dissociation lente - 
0,052 s" ). L'amplitude de chaque relaxation est alors donn6e par Tajustement des traces 
experimentales. Pour la dissociation controle (sans All), la relaxation rapide rq)r6sente 
41% et la lente 59%. Apr^ addition de All (50 ^M), la relaxation rapide repr6saite 
5 78% du signal et la lente 22%. La molecule All a done pour effet de stabiliser une 

fraction des rdcepteurs dans un 6tat de plus faible a£5nit6 que celui dans lequel la NECA- 
Bo seule le stabilise. La molecule All quant k elle se lie de manifere pr^f6rentielle k la 
conformation du r6cepteur qui pr6sente une afiBnit6 plus modeste pour la NECA-Bo. La 
liaison de NKA-Bo n'est pas inhib6e par All. Elle se produit sur les m&nes 6tats 

10 conformationnels du r6cqpteur, mais les proportions de ces deux 6tats confonnationnels 

sont modifi6es par la pr6settce de Al 1. n en r6sulte que la cin^tique de dissociation de 
NKA-Bo est plus rapide en presence de Al 1 qu'ai son absaice. Cette acc616ration de la 
cin6tique de dissociation de NKA-Bo ne r6sulte pas d'un changement des affinit^s 
intrinseques des conformations pour la NKA-Bo, mais d'une modification des 

1 5 proportions relatives des 6tats de haute et de faible affinite. 

L'analyse de I'effet de la molecule All sur la cin6tique d'association de NKA-Bo 
(Figure 6C) r6vMe une acceleration modeste mais detectable. La liaison rapide de NKA- 
Bo, enregistree k une concentration de 20 nM I'aide de l'6quipement de melange 
rapide, se decompose en une somme de deux exponentielles dont les vitesses (1^) 

20 different d'un facteur 10. La liaison r^ide de NKA-Bo (kapp = 0,095 sec'^) repi6sente 

44% du signal total de liaison, en absence de All (50 jiM), tandis qu'elle reprfeente 
52% du signal total en presence de All. La liaison lente s'effectue dans les deux cas 
avec une vitesse apparente (kapp) 6gale k 0,0095 sec'^ et une ampUtiide 6gale k 66% en 
absence de All, et 48% en presence de All. Ces r&ulta^ s'inteiprdtent selon un 

25 module d6crit dans Palanch6 et al. (2001) dans les tennes suivants : 

- la liaison r^ide tout comme la liaison lente s'effectuent d'une maniere qui est 
contrSlee par la diJBEusion de NKA-Bo dans le milieu, 

- la Vitesse ^parente de la liaison rapide augmente de manifere lin6aire avec la 
concentration de NKA-Bo. II s'agit done d'lme liaison contr616e exclusivement par la 

30 diffusion, 

- la Vitesse apparente de la liaison lente augmente de manidre non lin6aire avec 
la concentration de NECA-Bo et sature k des concentrations de ligand de Tordre de 500 
nM. Cette cin6tique lente reflate I'interconversion lente d'un etat conformationnel de 
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Aible affinitd pour la NKA-BO vers im 6tat de plus haute affinitd dont on d6tecte 
roccupation. 

Ainsi, le rdcepteur existe dans au moins deux etats conformationnels dont I'un 
pr6existe k I'addition d'agoniste et I'autre apparalt lentement au cours du temps en 
5 presence d'agoniste. 

La molecule Al 1, en stabiUsant les 6tats de feible affinity du r6cepteur, augmente 
la proportion de Uaison r^ide (de faible afBnit6) au detriment de la Uaison lente qui 
reflate la stabilisation d'un 6tat de plus haute affinity 

1® EXEMPILE4 : Identification, par analyse de la liaison de NKA-Bo, d*autres 

molecules se comportant comme des effecteurs aUost^iiqnes du recepteur NK2R 
des tacliykinines. 

L'identification d'autres effecteurs allosteriques du recepteur ]SiK2R des 
15 tachj^anines est faite par I'analyse de la cinetique de dissociation de NKA-Bo U6e au 

rec^teiir. 

10** ceUules HEK 293 exprimant le recepteur EGFP-NK2R sent raises en 
suspension dans du tampon Hepes (voir plus haut) et incub^es avec de la NKA-Bo (20 
nM) et I'une des molecules suivantes : 805, NP246, All, HIO, Gil, F7, F3 et NP 234. 

20 Les molecules All et I'antagoniste comp6titif connu SR 48968 sont introduits dans 

rexp6rience comme contrdles positife. La dissociation de NKA-Bo est enregistr6e, dans 
une cuvette de spectrofluorim^tre munie d'une agitation magn6tique pendant 700 
secondes, apths avoir ajout6 10 jiM de NKA non fluorescente pour chasser la NKA-Bo 
U6e. La cin6tique de dissociation de NKA-Bo est em-^gistr^e en presence de 

25 concentrations croissantes de chacune des molecules pr6cit6es. 

La figure 7A montre une experience typique de mesure de la vitesse de 
dissociation de NKA-Bo en pr6seace de concentrations croissantes de la molecule 805. 
Ces determinations permettent de mesurer plusieurs parametres expdrimentaux : i) la 
Vitesse de dissociation de NKA-Bo qui sera ensuite decompos6e en une somme de 

30 relaxations exponentielles et ii) I'ampUtude relative de chaque relaxation exponentielle 

qui donnera la mesure de la concentration firactionneUe de chacun des dtats 
conformationnels d6tect6s dans rexp&ience. On determine ainsi que la dissociation de 
NKA-Bo se produit en deux 6tapes caiact6ris6es par des constantes de vitesse 
ki = 0,04 sec'' et k2 = 0,008 sec'* et des ampUtudes X1A5 variables : X1A2= 30/70 (sans 
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805) ; Xl/7^2= 35/65 (1 ^iM 805) ; Xl/X2= 9/31 (10 jiM 805) et XVX2=^ 80/20 (50 nM 
805). 

Les figures 7B k 71 montrent, pour chaque molficule test6e, la variation 
d*amplitude de liaison de NKA-Bo et la variation d'amplitude de la dissociation rapide. 
Ces figures montrent que toutes les molecules indiquees se comportent coinme des 
effecteurs allost6riques car elles provoquent une augmentation de Tamplitude de la 
dissociation rapide de NKA-Bo. 

L^augmentation d'amplitude de la dissociation rapide reflete la capacity des 
mol6cules a stabiliser une firaction plxis importante des r6cepteurs dans Tetat de faible 
afSnit6. On voit ainsi que la firaction initiale de receptevirs dans T^tat de faible affinite 
passe d' environ 25% en absence d'effecteur k 60-75% en presence des molecules 805, 
NP234, Al 1, Gl 1, F7, F3, et HIO (k 100 ^M d'effecteur) et a pres de 100% en presence 
deAll etNP246. 

EXEMPLE 5 : Etude de I'inhibition de U liaison de Fantagoniste comp6titif 
SR 48968 radioactif pair Tagoniste NKA et Peffecteur aUost^rlque 805. 

25 000 cellules exprimant le r6cepteur EGFP-NK2R sont incub6es pendant 3 
heures a 4°C dans un volume final de 500 \i\ de tampon Hepes en presence de 1 nM de 
[^H] SR48968 et de concentrations variables de NKA ou de 805. Au terme de 
rincubation, les melanges reactionnels sont filtr6s sur des filtres GF/C (Whatmann) en 
fibre de verre pr6alablement incubes dans du tampon Hepes complements de 1% (W/V) 
de lait en poudre semi-6cr6m6, et rinces trois fois par 5 ml de tampon hepes k 4^C. Les 
filtres sont ensuite disposes dans des fioles de comptage a scintillation dans lesquelles 
on ajoute 3 ml de cocktail scintillant. La radioactivity est mesuree apres 16 h dans un 
compteur de radioactivite. La figure 8 A montre que Tagoniste NKA deplace 
quantitativement la liaison de SR 48968 avec une affinite apparente Kj = 22 nM. En 
revanche, Teffecteur 805 est incapable de deplacer la totaUte du SR 48968 lie, m&ne 
lorsque sa concentration est de Tordre du millimolaire. H renverse seulement 27-33% de 
la liaison du radioligand avec une affinit6 apparente Ki = 5 ^M. L'efifet de 805 sur la 
liaison de SR 48968 ne reflate pas une mteraction competitive mais plut6t de nature 
non-comp6titive. 
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EXEMPLE 6 : Quantmcation de Feffet de la mol6ciiile 805 but la r^pomse 
d'accumiulatioDi de.cAMP dans des cellules HEK 293 exprimant le r^cepteur 
EGFP-NK2R. 

Des boites de culture cellulaire a 6 puits de 30 mm sont trait6es au coUagene puis 
ensemenc6es avec 50 000 cellules exprimant le r6cepteur EGFP-.NK2R. Aprfes deux k 
trois jours de culture, le milieu est remplac6 par du tampon hepes contenant de 
rinhibiteur de phosphodiest6rase IBMX (isobutyl-methyl-xhantine) et mcub6es peadant 
30 minutes avec des concentrations croissantes de NBCA en presence ou en absence i) 
d'inhibiteur comp6titif H8565 (1 jiM) ou ii) d'effecteur 805 (10 ou 50 \iM). La quantite 
de cAMP produit (exprim6 en pmoles/puits) est d6termin6e selon un procede 
radioimanunologique d6crit dans Gicquiaux et al. (2002), II en r6sulte une mesure de la 
courbe concentration-effet de NKA (Figure 9A). 

La NKA seule est capable de stimuler la production de cAMP dans les cellules 
exprimant le r6cepteur EGFP-islK2R avec xme EC50 voisine de 100 nM. 

En presence d'une concentration fixe de rantagoniste comp6titif H8565, on note 
une diminution de Faffinite apparente de la NKA (EC50 = 300 nM) sans que le niveau 
maximal de la r6ponse ne soit affecte (reponse max, = 100%), 

En presence de Teffecteur 805 a 10 ou 50 jiM, on ne d6tecte aucune variation de 
TECso de la NKA (EC50 =100 nM) mais la reponse maximale n'atteint jamais la valeur 
du contr61e (R^ = 0,7 pour [805]= 10 ^M et R^x = 0,3 pour [805] = 50 jiM). La 
valeur de la concentration de 805 qui conduit k 50% de diminution de la r6ponse 
maximale d'AMPc est de Pordre de 6 pM (figure 9C). Ainsi, 1' affinity ^parente pour la 
r6ponse, mais pas son amplitude maximale, est diminu6e ^ presence d^antagoniste 
comp6titif, tandis que Tamplitude maximale de la reponse, mais pas son aJBEiQit6 
apparente, est diminu6ei par un effecteur allosterique n^gatif. 

EXEMPLE 7 : Quantification de Peffet de la molecule 805 sur la reponse 
d'accmmulation de calcium §voqu6e par la NKA-Bo dans des cellules HEK 293 
exprimant le recepteur EGFP-NK2IL 

Les reponses calciques 6voqu6es par Tagoniste NKA-Bo sur des cellules 
exprimant le r6cepteur BGFP-NK2R sont enregistr6es aprfes chargement des cellules 
avec la sonde fluorescente sensible au calcium : indo-1, selon le protocole dterit dans 



wo 03/107004 Q 68 Q PCT/FR03/01817 

VoUmer et al. (1999). Les cellules sont mises en suspension a raison de 500 000 
cellules/ml dans du tampon Hepes et dispos6es dans une cuve de spectrofluorimetre. La 
longueur d'onde d*excitation est fixee k 338 nm et remission est enregistree k 400 et 
470 nm, Les reponses trac6es sont les rapports des signaux 400/470. Les figures lOA, 
lOB et IOC montrent que le compos6 805 (50 |liM) augmente la duree des reponses 
calciques 6voqu6es par 1, 5 et 1000 xM. de NECA. De la mSme mani&re, le compose 805, 
aux concentratioi^ de 10 et SO pM» augmente la dur6e de la rSponse calcique 6voqu6e 
par 5 nM de NKA (figure lOD). 

Le compose 805 se comporte done comme un efiTecteur allost6rique positif des 
reponses calciques 6voquees par Tagoniste NKA-Bo qui augmente la dur6e de la 
r6ponse, Ceci est indique en figure lOE oil Ton pent voir que le temps n6cessaire pour 
retoumer a 50% de la r6ponse maximale passe de 91 secondes en absence de 805 105 
puis 115 s lorsque la concentration de 805 est de 10 puis 50 p.M. 

EXEMPLE 8 : QMamtificaition de l^efffet de la molecmle 805 sur la r^ponse 
d' accumulation de calcium eyoqu6e par la NKA 4-10 TR?, dans des cellules MEK 
293 exprimaut le ir6cepteur EGFP-NK2IL 

Les reponses calciques 6voquees par I'agoniste tronqu6 1S1KA4-10 TR7 sur des 
cellules exprimant le r6cepteur EGFP-NK2R sont enregistr6es aprfes chargement des 
cellules avec la sonde fluorescente sensible au calcium : indo-1 selon le protocole d6crit 
dans Vollmer et al. (1999). Les celltiles sont mises en suspension k raison de 500 000 
cellules/ml dans du tampon Hepes et dispos6es dans une cuve de sfpectrofluorimetre. La 
longueur d'onde d'excitadon est fix6e k 355 xmi et I'emissiqn est enregistree a 375 et 
405 nm. Les r6ponses trac6es sont les rapports des signaux 375 nm/405 nm. Les figures 
llA a IID montrent que le compose 805 (20 jiM) augmente T amplitude de la r^ponse 
evoqu6e par NKA 4-10 TR7 (106, 50.3, 26.5 et 10.6 nM). La variation d'amplitude par 
805 est illustree dans le panneau B de la figure 1 1 pour des concentrations de 5, 10, 25, 
50 etl06 nM de NKA 4-10 TR7. Le compose 805 s'avdre §tre un effecteur allosterique 
positif des reponses calciques evoqu6es par NKA 4-10 TR7 qui diminue la dose efficace 
^ 50 % d' environ 20 nM k environ 15 nM. 
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EXEMPLE 9 : QiaamttificatioiDi de I'effet de la mol6ciuiIe 805 sur la dissodatiom 
de NKA4-10 TR7 du r6cepteur EGFP-NK2R. 

La NKA 4-10 correspond k xrne forme tronquee de la NKA que ron trouve dans 
les fluides des tumeurs de Tintestin moyen. La NECA 4-10 fluorescente est modifi6e en 
position 7 pour introduire une cysteine qui est ensuite marquee par le groupe fluorescent 
Texas Red. La NKA 4-10 fluorescente est, tout comme la NKA fluorescente, un 
agoniste du recepteur EGFP-NK2R, k ceci pr6s qu'elle est incapable d'6voquer des 
r6ponses d' accumulation d'AMPc (Palanche et al., 2001), 

La liaison de NKA 4-10 fluorescente se fait selon un processus monoexponentiel 
auquel est associS le developpement d'une r^onse calcique dans les cellules HEK 293 
exprimant le recepteur EGFP-NK2R 0Palanch6 et al., 2001). 

A lO^^C, la dissociation de NKA 4-10 rendue fluorescente k I'aide du groupe 
Texas red introdmt en position 7 du peptide (NKA4-10 TR7) se deroule selon im 
processus biphasique caracteris6 par les constantes de vitesse rapide et lente egales k 
ki = 0,5 sec'^ et k2 = 0,015 sec"\ et des amplitudes respectives de 58% pour la 
dissociation rapide et 42 % pour la dissociation lente (figure IIF). En presence de 
10 \iM de 805, on observe une acceleration de la dissociation caracterisee par une 
modification des amplitudes des etapes rapides (88%) et lentes (12%) de dissociation. 
On note une relation entre Taugmentation de vitesse de dissociation de NKA4-10 TR7 
et la concentration de 805 (figure UG). La concentration de 805 qui provoque une 
augmentation de 50 % de I'amplitude de la dissociation rapide de NKA4-10 TR7 est de 
Tordre de 20 pM. 

EXEMPLE 10 : Fotentialisation des r£ponses calciqpies des r^cepteurs NKl 
et NK2 humains sauvages par la molScule 805. 

Les r6ponses calciques 6voqu6es par les agonistes suivants : substance P (SP) et 
neurokinine A (NKA), swc des cellules exprimant le receptexir NKl humain sauvage ou 
NK2 humain sauvage sont enregistrees apres chargement des cellules avec la sonde 
fluorescente sensible au calcium : indo-1 (3 \iM) selon le protocole decrit dans Vollmer 
et al. (1999). Les cellules sont mises en suspension k raison de 1.000,000 cellules/ml 
dans du tampon Hepes (op. cit.) et disposees dans une cuve de spectrofluorimfetre. La 
longueur d'onde d' excitation est fix6e a 338 nm et remission est enregistr6e k 400 nm. 
Les r6ponses trac6es sont les signaux enregistrSs k 400 imi. Les figure 12A et 12B 
montrent que le compost 805 (20 \xM) augmente T amplitude de la rdponse 6voqu6e par 
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-la substance P (O.l.ou 10 nM). Les figures 12C et 12D montrent que le compos6 805 
(20 nM) augmente Tamplitude de la r6ponse 6voquee par la neurokiiune A (10 ou 100 
nM). 

Le compos6 805 s'avfere etre un effecteur allost^rique positif des r6ponses 
calciques evoqu6es par la neurokinine A sur le r6cepteur NK2 humain sauvage et des 
reponses 6voqu6es par la substance P sur le r6cepteur NKl humain sauvage. 

EXEMPLE 11 ; Mentification d'effecteurs allost6riques du r£cepteur 
muscarinique Ml de Pacityicbolline. 

Le r6cepteur muscarinique Ml fluorescent est obtenu par fusion de son ADNc 
avec celui de la EGFP ou de la YPFP ainsi que d6crit dans Ilien et al, (2003) et exprim6 
de manifere stable dans des cellules HEK 293. Les cellules sont mises en suspension k 
une concentration de 1 000 000 cellules/ml dans du tampon physiologique Hepes (en 
mM: 137,5 NaCl ; 1,25 MgCh; 1,25 CaCh; 6 KCl ; 5,6 glucose; 10 Hepes; 0,4 
NaH2P04 ; 1% BSA (w/v) ; pH 7,4) et disposees dans une cuvette de fluorescence de 1 
ml, elle-mSme placee dans le portoir agitant d'un spectrofluorimdtre. La suspension de 
cellules est excit^e a 470 nm et remission de fluorescence est enregistr6e a 510 nm 
(EGFP) ou k 530 nm (EYFP). L'addition de 70 nM de bodipy(558-568)-pirenzepine 
provoque une diminution d' Emission de fluorescence de la proteine fluorescente portee 
par le rteepteur qui reflate TStape d' association du ligand au r6cepteur. Le decours 
temporel de cette Stape est suivi par enregistrement de remission 510 ou 530 nm. 
Altemativement, le complexe entre le r6cepteur et la bodipy-pirenzepine est form6 dans 
une cuvette de fluorescence plac6e dans le spectrofluorimdtre avant d'ajouter un exc^s 
(5 pM) d' atropine pour initier I'Stape de dissociation du con^plexe r6cepteur ligand. Le 
d6cours totnporel de cette etape de dissociation est enregistr6 §1 510 ou 530 imi. Pour 
identifier un effecteur allost^rique du r6cepteur muscarinique Ml de Tacdtylcholine, on 
px€ incube les cellules avec une, ou plusieurs, moi6cule(s), coimue(s) ou inconnue(s), et 
Ton enregistre le decours temporel de I'etape d'association et/ou de I'^tape de 
dissociation. Les cinetiques enregistrees sont ensuite ajustees par une courbe 
multiexponentielle de type y exp(-klapp x T) + exp(-k2app x T)+ "droite", ou Xi et 
^2 sont les amplitudes des relaxations rs^ide et lente, kUpp et k2app sont les constantes de 
Vitesse apparente d'association ou de dissociation rapide et lente, T est le temps et 
"droite" est une correction mathematique de la d6rive du signal. Un effecteur 
• allosterique soit aiccdl^re, soit en ralentit le decours temporel soit de Tetape 
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d' association, soit de T^tape de dissociation, soit des dexix. Cela se traduit par une 
variation relative des amplitudes d' association (ou de dissociation) rapide et lente, 
comparativement k la condition exp6rimentale contr61e (sans effecteur). 

EXEMPLE 12 : Memtffication d'effecteurs allost^riques du r6cepteur 
CXCR4 des chimiokines, 

Le r6cepteur CXCR4 fluorescent est obtenu par fusion de son ADNc avec celui de 
la EGFP ainsi que d6crit dans Valenzuela et al. (2001) et dans Palanch6 et al. (2001) et 
exprim6 de mani^re stable dans des cellules HESL 293. Les cellules sont mises en 
suspension k une concentration de 1 000 000 cellules/ml dans du tampon physiologique 
Hepes (en mM : 137,5 NaCl ; 1,25 MgCli ; 1,25 CaCh ; 6 KCl ; 5,6 glucose ; 10 
Hepes ; 0,4 NaH2P04 ; 1% BSA (w/v) ; pH 7,4) et disposees dans une cuvette de 
fluorescence de 1 ml elle meme plac6e dans le portoir agitant d'xme spectrofluorimetre. 
La suspension de cellules est excit^e k 470 nm et remission de fluorescence est 
enregistree ^510 nm. L'adidition de 50 nM de Texas Red-SDFla provoque une 
diminution d' emission de fluorescence de la prot6ine fluorescente port6e par le 
r^cepteur qui reflMe I'Stape d' association du ligand au r6cepteur. Le d6cours temporel 
de cette etape est suivi par enregistrement de remission ^510 nm. Altemativement, le 
complexe entre le r6cepteur et la Texas Red-SDFla est form6 dans une cuvette de 
fluorescence plac6e dans le spectrofluorimfetre avant d'ajouter un exc^s (500 nM) de 
SDFla pour initier Tetape de dissociation du conq)lexe r6cepteur ligand. Le d6cours 
temporel de cette otsape de dissociation est enregistrd ^510 nm. Pour identifier un 
effecteur allost&dque du recepteur CXCR4, on pre-incube les cellules avec une, ou 
plusieurs, mol6cule(s), connue(s) ou inconnue(s), et Ton ©arqgistre le d6cours temporel 
de Tetape d'association et/ou de T^tape de dissociation. Les cin6tiques eiiregistr6es sont 
ensuite ajustees par une courbe multiexponentielle de type y = exp(-klapp x T) + 
exp(-k2app X T)+ "droite", oti X\ et X2 sont les amplitudes des relaxations rapide et lente, 
klapp et k2app sont les constantes de vitesse apparente d' association ou de dissociation 
rapide et lente, T est le temps et "droite" est une correction math6matique de la d6rive 
du signal. Un effecteur allost6rique soit accSl&re, soit en ralentit, le d6cours temporel 
soit de r6tape d'association, soit de V6tape de dissociation, soit des deux. Cela se 
traduit par une variation relative des amplitudes d'association (ou de dissociation) 
rapide et lente, comparativement k la condition exp&imentale contrdle (sans effecteur). 
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REVENDICAHONS 

1. Proced6 de mise en 6vidence d'un effecteur allosterique d*un recepteur, par 
d^tennination de la variation ; 

— de la cm6tique de dissociation et/ou d' association du complexe form6 entre le 
susdit r6cepteur et Tun de ses ligands en pr6sence dudit effecteur allosterique, par 
rapport i la cin6tique de dissociation et/ou d'association du complexe forme entre 
ledit rteqpteur et ledit ligand, en I'absence dudit eJBEecteur, 

- et/ou de Tamplitude de la liaison formde entre le susdit r6cepteur et Tun de ses 
ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport k Tamplitude de la 
liaison formde entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en Tabsence dudit effecteur, 

sous reserve que lorsque la variation de la susdite amplitude est negative, on d6tecte 
6galement T existence de la variation de la susdite cin6tique, 

ledit r6cepteur et ledit ligand 6tant impliqu6s dans au moins une reponse 
biologique dans des conditions physiologiques appropri6es, et Tefifecteur allosterique 
6tant capable de moduler au moins Tune des reponses, 

ledit rdcepteur 6tant marqu6 par une prot6ine fluorescente choisie pamii les 
prot6ines fluorescentes issues ou deriv6es de proteines autofluorescentes de cnidaires, 
dont le coeflSicient d'extinction mol6culaire est superieur a environ 14000M'^cm"^ et le 
rendement quantique de fluorescence est sup6rieur k environ 0,38, 

ledit ligand 6tant marqu6 par un marqueur constitu6 : 

- soit par une mol6cule susceptible d'absorber la lumifere 6nrise par la 
prot6ine fluorescente, j 

— soit par une substance fluorescente, 

lesdites determinations de variation de cin6tique de dissociation et/ou 
d'association et de variation d' amplitude etant effectuees par transfer! d'6nergie de 
fluorescence : 

o entre la proteine fluorescente susmentionnee et la susdite substance 
fluorescente, la substance fluorescente etant telle que soit elle est excitable k 
la longueur d*onde d'emission de la prot6ine fluorescente susmentionnee, 
soit elle 6met k la longueur d'excitation de la proteine fluorescente 
susmentioim6e, ou 
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o entre la prot6ine fluorescente susmentiomi6e et la susdite molecule 
susceptible d'absorber la lumiere emise par la prot6ine fluorescente. 



2, Proc6d6 de mise en evidence d'un effecteur allost^rique d'un recepteur, par 
determination de la variation : 

- de la cin6tique de dissociation et/ou d'association du complexe fonn6 entre le 
susdit recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allost^rique, par 
rapport k la cin6tique de dissociation et/ou d'association du complexe fomi6 entre ledit 
recepteiir et ledit ligand, Tabsence dudit effecteur, 

— et/ou de T amplitude de la liaison fomi6e entre le susdit rScepteur et Tun de ses 
ligands en pr6sence dudit effecteur allost6rique, par rapport k T amplitude de la liaison 
form6e entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en Tabsence dudit effecteur, sous r6serve 
que lorsque la variation de la susdite amplitude est negative, on detecte egalement 
Texistence de la variation de la susdite cin6tique, 

ledit recepteur et ledit ligand etant impliques dans au moins une reponse 
biologique dans des conditions physiologiques appropriees, et Teffecteur allosterique 
6tant capable de moduler au moins Tune des reponses, 

ledit recepteur etant marque par une prot6me fluorescente choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP ou EGFP), la proteine fluorescente cyan 
(CFP ou ECFP), la proteine fluorescente jaune (YFP ou EYFP) ou GFPUV, 
ou, 

- des variants derives de la GEP, de la CFP, de la YFP ou de la GFPUV, par 
addition, deletion ou substitution d*un ou plusieurs acides amin6s, sous 
reserve que ces variants conservent lapropri6te de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, de la CFP, de la YFP ou de la GFPUV, ou de 
fragments des susdits variants, sous reserve que ces fragments conservent la 
propriete de fluorescence, 

ledit ligand etant marque par xm marqueur constitu6 : 

- soit par une mol6cule susceptible d'absorber la Ivmiiere emise par la 
prot6ine fluorescente, 

— soit par une substance fluorescente. 
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lesdites determinations de variation de cin6tique de dissociation et/ou 
d' association et de variation d' amplitude 6tant effectuees par transfer! d*energie de 
fluorescence : 

o entre la prot6ine fluorescente telle que definie ci-dessus et la 
susdite substance fluorescente, la substance fluorescente etant telle que soit 
elle est excitable k la longueur d'onde d'6mission de la prot6ine fluorescente, 
soit eUe &net k la longueur d'onde d^excitation de la protSine fluorescente, 
ou 

o entre la proteine fluorescente telle que d6finie ci-dessus et la 
susdite molecule susceptible d'absorber la lumi^ emise par la prot6ine 
fluorescente. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que Ton determine 
la variation : 

— de la cinetique de dissociation du complexe form6 entre le susdit recepteur et 
Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allost6rique, par rapport a la cinetique de 
dissociation du complexe forme entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en 1' absence dudit 
effecteur, 

- et/ou de Tamplitude de la liaison formee entre le susdit r6cepteur et Tun de ses 
ligands en presence dudit effecteur allostSrique, par rapport k Tamplitude de la liaison 
form6e entre ledit rdcepteur et ledit ligand, en I'absence dudit effecteur. 

4. ProcM6 selon Tune des revendications 1^3, caracterisS en ce que Ton 
determine uniquement la cinetique de dissociation du complexe form6 entre le susdit 
recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport k la 
cinetique de dissociation du complexe foim6 entre ledit recepteur et ledit ligand, en 
Tabsence dudit effecteur. 

5. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que Ton 
determine uniquement T amplitude de la liaison form6e entre le susdit r6cepteur et Tun 
de ses ligands en pr6sence dudit effecteur allosterique, par rapport k Tamplitude de la 
liaison formte entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en Tabsence dudit effecteur. 
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6. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 5, caract6rise en ce que le ligand 
est un antagoniste. 

7. Proced6 selon Tune des revendications 1 a S, caractSrise en ce que le ligand 
est un agoniste. 



8. Proc6d6 selon la revendication Ik 3, par d6termination de : 

- la variation de 1' amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Tun 
de ses ligands en presence dudit effecteur allost6rique, par rapport k Tamplitude de la 
liaison form6 entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en T absence dudit efifecteur, 

- et 6ventuellement de la variation de la cin6tique de dissociation du complexe 
forme entre le susdit recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur 
allost6rique, par rapport k la cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit 
recepteur et ledit ligand, en T absence dudit effecteur. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que Ton determine 
uniquement la variation de Tamplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et 
Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport k Tamplitude de 
la liaison form6 entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en T absence dudit effecteur, lorsque 
ladite variation est positive. 

10. Proc6d6 selon la revendication 8, caracterise en ce que I'on d6temiine : 

- la variation de T amplitude de la liaison formee entrp le susdit recepteur et Tun 
de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport k Tamplitude de la 
liaison form6 entre ledit recepteur et ledit ligand, en Tabsence dudit efifecteur, 

et que ladite variation est ndgative, ce qui necessite la determination de : 

- la variation de la cin6tique de dissociation du complexe form6 entre le susdit 
recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allost6rique, par rapport a la 
cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en 
Tabsence dudit effecteur. 
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cmehque de dissociation est positive ou negative, ce qui implique que le compos. test6 
est im eflfecteur allost^rique. 



12. Piocedd selon la revendication 10, caract^ris. en ce que ladite variation de 
cin6tique de dissociation est nulle 
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ce qui implique que le compos, test, est 
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no. des revendlcaUons vtsdes 



LECAT S ET AL: "Dual responses of the NK2 
tachykinin receptor are mediated by 
multiple conformational states.'* 
SOCIETY FOR NEUROSCIENCE ABSTRACTS, 
vol. 27, no. 1, 2001, page 389, 
XP001151939 

31st Annual Meeting of the Society for 

Neuroscience;San Diego, California, USA; 

November 10-15, 2001 

ISSN: 0190-5295 

le document en entier 
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ANGELIDES K J ET AL: "Fluorescence 
resonance energy transfer on the 
voltage-dependent sodium channel. Spatial 
relationship and site coupling between the 
batrachotoxi n and Leiurus quinquestriatus 
quinquestriatus alpha- scorpion toxin 
receptors . " 

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY. 
UNITED STATES 25 MAY 1984, 
vol. 259, no. 10, 

25 mai 1984 (1984-05-25). pages 6117-6126, 

XP002241196 

ISSN: 0021-9258 

le document en entier 
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CROC! T ET AL: "IN VITRO CHARACTERIZATION 
OF TACHYKININ NK2- RECEPTORS MODULATING 
MOTOR RESPONSES OF HUMAN COLONIC MUSCLE 
STRIPS" 

BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY, 

BASINGSTOKE. HANTS, 6B. 

vol. 124, no. 6. juillet 1998 (1998-07), 

pages 1321-1327, XP000937432 

ISSN: 0007-1188 

le document en entier 

abreg§ 

page 1326, colonne de gauche, ligne 7 - 
colonne de droite, ligne 26 
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I LIEN BRIGITTE ET AL: "Fluorescence 

resonance energy transfer to probe human 

Ml muscarinic receptor structure and, drug 

binding properties." 

JOURNAL OF NEUROCHEMISTRY, 

vol. 85, no. 3, mai 2003 (2003-65), pages 

768-778, XP0O2265260 

ISSN: 0022-3042 

cite dans la demande 

le document en entier 
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RAPPORT DE R 

Rensefgnements relatifs 



RCHE INTERNATIONALE 

ires de families de brevets 



! 



iternationale No 

R 03/01817 



Document brevet citd 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



WO 9855873 



10-12-1998 



FR 2764387 Al 

CA 2295141 Al 

EP 0985759 A2 

WO 9855873 A2 

JP 2002504998 T 



11- 12-1998 
10-12-1998 
22-03-2000 
10-12-1998 

12- 02-2002 



Formulaire PCT/lSA/210 (annexe famines de brevets) (Janvier 2004) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIOrOALE 



Demande intematlonale n° 

PCT/FR 03/01817 



Cadre I Observations - lorsqu'il a 6t6 estlmd que certalnes revendications ne pouvaient pas ^re I'objet d'une recherche 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Coftform6ment k rarticle t75)a), certalnes revendications n'onl pas fait Tobjet d'une recherclie pour les motifs suh/ants: 

1. Les revendications ^ ^, , , 

' — se rapportent d un objet k I'dgard duquel Padrrtnistration n'est pas tenue de proc6der k la recherche, k savom 



2, \ Les revendications n*'^ , ^. . 

— sa rapportent k des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescntes pour 
qu'une recherche significative pulsse Stre effectuee, en partlculier: 



3 I Les revendications n**^ 

' — ' sont des revendications ddpendantes et ne sent pas redtgees conformement aux dispositions de la deuxleme et de la 
trolsieme phrases de la r5g1e 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'ii y a absence d'unltd de I'Invention (suite du point 2 de la premiere teuille) 



L'admlnlstration charges de la recherche Internationale a trouv6 plusieurs inventions dans la demande intemationale, k savoir: 

voir feuille supplemental re 

1 . I I Gomme toutes les taxes addltionnelles ont 6te payees dans les delais par le d§posant, le present rapport de recherche 
I — I Internationale porte sur toutes les revendications pouvant fairs Fobjet d'une recherche. 

2, I I Comma toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectu6es sans effort partteulier 

justifiant una taxe additionnelle. radminlstration n*a soIticit6 le paiement d*aucune taxe de cette nature. 



3 I I Comme une partle seulement des taxes addltionnelles demandees a ete pay^e dans les delais par le deposant. le present 
I — I rapport de recherche Internationale n© porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont 616 pay6es, a savoir 
les revendications n °^ 



4 rv~l Aucune taxe addrtionnelle demand6e n'a 6t6 pay6e dans les d§lais par le dfiposant. En consequence, le present rapport 
de recherche Internationale ne porte que sur I'invention mentionnde en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n ^ 
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Remarque quant k la reserve | [ Les taxes additionnelies etalent accompagnees d'une reserve de la part du ddposani 

I I Le paiement des taxes addltionnelles n'dtait assort! d'aucune rdsen/e. 



Fonnulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Julilet 1 998) 



Demande internationale No. PCT/ FR 03/01817 



SUITE DESRENSEIGNEMENTSINDIQUESSUR PCT/ISA/ 210 



L' administration chargee de la recherche internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale, 
a savoir: 

1. revendi cations: 1-12 

Precedes de mise en evidence d'un effecteur allosterique 
d'un recepteur, 

2. revendi cation: 13 (parti ell ement) 

Effecteurs al losteriques selon la formule I et leurs 
prgd§cesseurs. 

3. revendi cation: 13 (parti ell ement) 

Effecteurs allosteriques selon la formule II. 
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